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A N  A B S T R A C T  O F  T H E  T H E . S I S  O F  S u z a n n e .  E i i z a b e t h  C l a r k e  f o r  t h e  M a s t e r  
o f  S c i e n c e  i n  C h e m i s t r y  p r e s e n t e d  D e c e m b e r  2 ,  1 9 7 7 .  
T I T L E :  I n v o l v e m e n t  o f  H e m e r y t h r i n  S u l f h y d r y l  G r ' o u p s  i n  H e a v y  A t o m  
\  
. B i n d i n g  a n d  S u b u n i t  I n t e r a c t i o n s  
A P P R O V E D  B Y  M E M B E R S  O F  T H E  T H E S I S  C O M M I T T E E :  
l S .  L o e h r ,  C h a i r m a n  
G o r ° d - 0 1 l : K i i i c > U r  ~ 
J o h n  W .  M y e r s  
H e m e r y t h r i n  i s  a  r e s p i r a t o r y  p r o t e i n  f o u n d  i n  t h e  e r y t h r o c y t e s  
o f  c e r t a i n  m a r i n e  i n v e r t e b r a t e s .  S t r u c t u r e s  h a v e . b e e n  o b t a i n e d  b y  
x~ray c~ystallography f o r  h e m e r y t h r i n s  f r o m  P h a s c o l o p s i s  g o u l d i i  
( P .  g o u l d i i )  a n d : T h e m i s t e · d y s c r i t u m  ( ! .  d y s c r i t u m ) .  U p o n  s o l v i n g  
t h e  c r y s t a l  s t r u c t u r e  o f  T .  d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n  a t  2 . 8  A  r e s o l u t i o n ,  
t w o  m e r c u r y  b i n d i n g  s i t e s  w e r e  o b s e r v e d  i n  t h e  h e a v y  a t o m  d e r i v a t i v e  
p r e p a r e d  b y  t r e a t i n g  t h e  p r o t e i n  w i t h  m e r c u r i c  i o d i d e .  S i n c e  m a n y  p r o -
t e i n s  a r e  i n a c t i v a t e d  u p o n  b i n d i n g  h e a v y  m e t a l s  s u c h  a s  m e r c u r y ,  a n  
i n v e s t i g a t i o n  o f  m e r c u r y - p r o t e i n  i n t e r a c t i o n s  i n  t h i s  p r o t e i n  w a s  
u n d e r t a k e n .  I n  o r d e r  t o  u n d e r s t a n d  t h e  n a t u r e  o f  h e a v y - m e t a l  p r o t e i n  
i n t e r a c t i o n s  i n  T .  d y s c r i t u m  i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  i d e n t i f y  t h e  m e t a l -
l o p r o t e i n  l i g a n d s  s i n c e  n e i t h e r  t h e  liga~ding ami~o a c i d  r e s i d u e s  
n o r  t h e  g e o m e t r y  o f  t h e  m e r c u r y  c o m p l e x e s  c o u l d  b e  i d e n t i f i e d  i n  t h e  
c r y s t a l l o g r a p h i c  s t u d i e s .  ·  
O n c e  t h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  o f _  T .  d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n  w a s  
d e t e r m i n e d ,  i t  w a s  c l e a r  t h a t  b o t h  m e r c u r y  b i n d i n g  si~es w e r e  c l o s e  
t o  t h e  t h i o l  g r o u p s  o f  t w o  c y s t e i n e  r e s i d u e s  ( c y s t e i n e  9  a n d  c y s t e i n e  
5 0 ) .  P o s s i b l e  struc~ures f o r  t h e  m e r c u r y  b i n d i n g  s i t e s  w e r e  i d e n t i f i e d  
b y  c o m b i n i n g  a  ; k n o w l e d g e  o f  h e m e r y t h r i n  s t r u c t u r e  w i t h  d i r e c t  e v i d e n c e  
f o r  m e r c u r y - t h i o l  b o n d  f o r m a t i o n  o b t a i n e d  b y  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  
t i t r a t i o n  o f  t h e  t h i o l  g r o u p s  w i t h  m e r c u r i c  i o d i d e .  T h e  t i t r a t i o n  
d a t a  s h o w e d  t h a t  1 . 5  a t o m s  o f  m e r c u r y  w e r e  b o u n d  p e r  s u b u n i t ,  w h i c h  
2  
i s  c o n s i s t e n t  w i t h  o n e  m e r c u r y  b o u n d  a t  c y s t e i n e  5 0  a n d  o n e  m e r c u r y  
s h a r e d  b y  c y s t e i n e  9 ' s  o f  a~jacent s u b u n i t s .  T h e  m e r c u r i c  i o d i d e  
b i n d i n g  a t  c y s t e i n e  5 0  a p p e a r s  t o  b e  a  lin~ar s t r u c t u r e  ( P r o t e i n - S - H g - I ) ,  
w h i l e  t h e · m e r c u r y  b r i d g i n g  t w o  c y s t e i n e  9 ' s  o n  a d j a c e n t  s u b u n i t s  i s  




] .  
T h e  r e l a t i v e  r e a c t i o n  r a t e s  o f  t h e  . t h i o l  g r o u p s  i n  h e m e r y t h r i n  
w i t h  p - h y d r o x y m e r c u r i b e n z o a t e  ( P H M B )  a n d  N - e t h y l m a l e i m i d e  ( N E M )  w e r e  
i n v e s t i g a t . e d ·  i n  o r d e r  t o  g a i n  i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  c o m p a r a t i v e  h y d r o -
p h o b i c i t y .  o f  t h e  environm~nts s u r r o u n d i n g  t h e  t~o c y s t e i n e s .  T h e  
d a t a  s h o w e d  t h e  e n v i r o n m e n t  a b o u t  c y s t e i n e  5 0  t o .  b e  h y d r o p h o b i c  
r e l a t i v e  t o  t h e  e n v i r o n m e n t  a b o u t  c y s t e i n e  9 .  T h i s  w a s  s u b s t a n t i a t e d  b y  
s t r u c t u r a l  i n f o r m a t i o n  w h t c h  s h o w e d  c y s t e i n e  5 0  t o  b e  b u r i e d  i n  a  
s u b u n i t  i n t e r f a c e  w h i l e . c y s t e i n e  9  w a s  i n  a  r e g i o n  r e l a t i v e l y  e x p o s e d  
3  
t o  t h e  s o l v e n t .  
U s i n g  t h e  2 . 8  A  r e s o l u t i o n ,  comp~ter-averaged e l e c t r o n  d e n s i t y  
m a p  f o r  T  . .  d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n  p r o v i d e d  b y  R .  E .  S t e n k a m p ,  L .  C .  
S i e k e r  a n d  L .  · H .  J e n s e n  a t  t h e  U n i v e r s i t y  o f  W a s h i n g t o n ,  w e  · w e r e  a b l e  t o  
i d e n t i f y  t h e  a m i n o  a c i d s  r e s p o n s . i b l e  f o r  t h e  s u b u n i t  i n t e r a c t i o n s  
s t a b i l i z i n g .  t h e  m a i n t e n a n c e  o f  t h e  o c t a m e r i c  e n s e m b l e .  M o s t  o f  t h e  
a m i n o  a c i d s  w h i c h  a p p e a r  t o  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  int~ractions a r e  
c l u s t e r e d  i n .  a ·  r e g i o n  o f  t h e  m o l e c u l e  n e a r  c y s t e i n e  5 0 .  T h i s  e x p l a i n s ·  
w h y  o c t a m e r i c  h e m e r y t h r i n  d i s s o c i a t e s  w h e n  i t  i s  t r e a t e d  w i t h  s u l f -
h y d r y l  r e a g e n t s  s u c h  a s  N E M ,  P H M B  o r  s a l y r g a n i c  a c i d .  H o w e v e r ,  d i s -
s o c i a t i o n  a p p e a r s  t o  b e  a  f u n c t i o n  o f  t h e  b u l k i n e s s  o f  t h e  r e a g e n t  u s e d  
t o  m o d i f y  c y s t e i n e  5 0  s i n c e  t h e  p r o t e i n  i s  n o t  d i s s o c i a t e d  u p o n  b i n d i n g  
s m a l l e r  m o l e c u l e s  s u c h  a s  m e r c u r i c  i o d i d e .  
I N V O L V E M E N T  O F  H E M E R Y T H R I N  S U L F H Y D R Y L  G R O U P S  I N  H E A V Y  A T O M  B I N D I N G  
A N D  S U B U N I T  I N T E R A C T I O N S  
b y  
S U Z A N N E  E L I Z A B E T H  C L A R K E  
A  t h e s i s  s u b m i t t e d  i n  p a r t i a l  f u l f i l l m e n t  o f  t h e  
r e q u i r e m e n t s  f o r  t h e  d e g r e e  o f  
M A S T E R  O F  S C I E N C E  
.  i n  
C H E M I S T R Y  
P o r t l a n d  S t a t e  U n i v e r s i t y  
1 9 7 7  .  
T O  T H E  O F F I C E  O F  G R A D U A T E  S T U D I E S  A N D  R E S E A R C H  
T h e  m e m b e r s  o f  t h e  C o n n n i t t e e  a p p r o v e  . t h e  t h e s i s  o f  S u z a n n e  
E l i z a b e t h  C l a r k e  p r e s e n t e d  D e c e m b e r  2 ,  1 9 7 7 .  
C h a i r m a n  
•  M y e r s  
A P P R O V E D :  
D a v i d  W .  M c C l u r e ,  H e a d ,  D e p a r t m e n t  o f  C h e m i s t r y  
1  
f  
S t  
G r a d u a t e  S t u d i e s  a n d  R e s e a r c h  
A C K N O W L E D G E M E N T S  
I  a m  d e e p l y  g r a t e f u l  t o  D r .  J o a n n  L o e h r ,  w h o  b y  s e t t i n g · h i g h  s t a n -
d a r d s  f o r  hers~lf . t e a c h e s  t h r o u g h . e x a m p l e .  I  · f e e l  p r i v i l e g e d  t o  h a v e  
h a d  s u c h  a n  e x c e l l e n t  r e s e a r c h  e x p e r i e n c e  an~ f e e l  t h a t  n o  o t h e r  p e r s o n  
h a s  h a d  a  m o r e  p o s i t i v e  i n f l u e n c e  o n  m y  s c i e n t i f i c  a n d  p e r s o n a l  d e v e l o p -
m e n t .  
I  w i s h  t o  t h a n k  R o n  S t e n k a m p  f o r  a l l o w i n g  u s  t o  u s e  h i s  b e a u t i f u l  
c o m p u t e r - a v e r a g e d  e l e c t r o n  d e n s i t y  m a p s ,  a n d  t o  L a r r y  S i e k e r  f Q r  h e l p -
i n g  u s  t o  i n t e r p r e t  t h e  m a p · s  a n d  f o r  m a n y  p r o d u c t i v e  d i s c u s s i o n s .  
I  woul~ a l s o  l i k e  t o  t h a n k  D r .  D e n n i s  B a r n u m  f o r  t r u s t i n g  m e  w i t h  
h i s  e l e g a n t  . .  a n d  f r a g i l e  t i t r a t i o n  a p p a r a t u s ;  a n d  t o  m y  f r i e n d s ,  B o b  
R e m p f e r ,  A n n  C o r r i g a n ,  R i c h  D o t y  a n d  M a l i  P a u l i s ,  w h o  h a v e  h e l p e d  m e  
a l o n g  e v e r y  s t e p  o f  t h e  w a y  w i t h  t h e i r  e n c o u r a g e m e n t  a n d  s c i e n t i f i c  
c u r i o s i t y .  
A n d  t o  L a r r y ,  w h o  s o m e h o w  e n d u r e d .  
T A B L E  O F  C O N T E N T S  
A C K N O W L E D G E M E N T S  • • • • • • • • • • • . • •  
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R E S U L T S  
Spectrophotom~tric T i t r a t i o n s  
H e m e r y t h r i n  D i s s o c i a t i o n  
D I S C U S S I O N  •  •  •  
I d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  M e r c u r i c  I o d i d e  B i n d i n g  S i t e  
I d e n t i f i c a t i o n  o f  S u b u n i t  I n t e r a c t i o n s  
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Prop~sed M e r c u r y  B i n d i n g  S i t e s  i n · T .  d y s c r i t u m  H e m e r y t h r i n .  2 6  
D i a g r a m  o f  C i s  a n d  T r a n s  S u b u n i t  I n t e r a c t i o n  S i t e s  •  •  •  •  •  3 0  
I d e n t i f i c a t i o n  o f  R e s i d u e s  Resp~nsible f o r  T r a n s  I n t e r -
a c t i o n  
.  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  
•  3 1  
C o m p a r i s o n  o f  A m i n o  A c i d  S e q u e n c e s  •  
•  •  3 2  
R e a c t i o n  S c h e m e  f o r  t h e  M o d i f i c a t i o n  o f  H e m e r y t h r i n s  b y  
P H M B  a n d  N E M  •  •  •  •  •  •  •  •  
•  •  3 5  
_  . . . .  
I N T R O D U C T I O N  
H e m e r y t h r i n  i s  a  r e s p i r a t o r y  p r o t e i n  f o u n d  i n  t h e  e r y t h r o c y t e s  o f  
c e r t a i n  m a r i n e  i n v e r t e b r a t e s .  T h e  h e m e r y t h r i n  w h i c h  h a s  b e e n  s t u d i e d  i n  
g r e a t e s t  d e t a i l  i s  t h e  o n e  f r o m  t h e  c o e l o m i c  f l u i d  o f  t h e  A t l a n t i c  C o a s t  
s i p u n c u l i d ,  P h a s c o l o p s i s  g o u l d i i  (~. g o u l d i i )  ( 1 , 2 ) .  T h e  o x y g e n  b i n d i n g  
s i t e  s t r u c t u r e  h a s  t w o  i r o n  a t o m s  _ c o o r d i n a t e d . d i r e c t l y  t o  a m i n o  a c i d  
r e s i d u e s .  E a c h  o f  t h e  e i g h t  s u b u n i t s  c o m p r i s i n g  o n e  h e m e r y t h r i n  m o l e -
c u l e  c o n t a i n s  t w o  i r o n  a t o m s  • .  O x i d a t i o n  s t a t e  a l o n e  d o e s  n o t  p l a y  a  
r o l e  i n  m a i n t e n a n c e  o f  t h e  o c t a m e r i c  e n s e m b l e ;  h o w e v e r ,  t h e  · c y s t e i n e  
s u l f h y d r y l  g r o u p  a t '  r e s i d u e  5 0  i s  c r u c i a l l y  i n v o l v e d ,  a s  i t s  m o d i f i c a -
t i o n  c a n  r e s u l t  i n  t h e  s t o i c h i o m e t r i c  c o n v e r s i o n  o f  o c t a m e r s  t o  
'  
m o n o m e r s  ( 3 ) .  
A l t h o u g h  c h e m i c a l  a n d  ph~sical s t u d i e s  h a v e  r e v e a l e d  m a n y  d e t a i l s  
o f  ' h e m e r y t h r i n  s t r u c t u r e  ( 1 - 3 ) ,  o n l y  r e c e n t l y  h a v e  t h r e e  d i m e n s i o n a l  
m o d e l s  o f  h e m e r y t h r i n  b e e n  a v a i l a b l e  w h i c h  c o u l d  s e r v e  t o  c o r r e l a t e  
p r e v i o u s  s t u d i e s .  S t r u c t u r e s  h a v e  b e e n  o b t a i n e d  b y  x - r a y  c r y s t a l l o g -
r a p h y  f o r  h e m e r y t h r i n  f r o m ! ·  g o u l d i i  ( 2 , 4 )  a n d  f r o m  t h e  P a c i f i c  C o a s t  
s i p u n c u l i d ,  T h e m i s t e  d y s c r i t u m  ( T .  d y s c r i t u m )  ( 5 , 6 ) .  U p o n  s o l v i n g  t h e  
c r y s t a l  s t r u c t u r e  o f  T .  d y s c r i t u n i  h e m e r y t h r i n ,  two.mercu~y b i n d i n g  s i t e s  
w e r e  o b s e r v e d  i n  t h e  h e a v y  a t o m  deriva~ive p r e p a r e d  b y  treat~ng t h e  
p r o t e i n  w i t h _  m e r c u r i c  i o d i d e .  S i n c e  p r e v i o u s  s t u d i e s  w i t h  ! ·  z o u l d i i  
h e m e r y t h r i n  h a d  i n d i c a t e d  t h a t  b i n d i n g  o f  m e r c u r i a l s  t o  t h e  c y s t e i n e  a t  
p o s i t i o n  5 0  c a u s e d  d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  ( 3 ) ,  t h i s  r a i s e d  t h e  
q u e s t i o n  o f  w h e t h e r  T .  d y s c r i t u m  hemery~hrin h a d  a  c y s t e i n e  a t  p o s i t i o n  
5 0  a n d ,  i f  s o ,  w h e t h e r  c y s t e i n e  r e s i d u e s  w e r e  p r o v i d i n g  t h e  b i n d i n g  
s i t e s  f o r  m e r c u r i c  i o d i d e .  
\  
A  r e c e n t  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  T .  d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n  
r e v e a l e d  t w o  c y s t e i n e s : .  o n e  a t  p o s i t i o n  5 0  a n d  a n  a d d i t i o n a l  o n e  a t  
p o s i t i o n  9  ( 7 ) .  M o r e o v e r ,  f i t t i n g  o f  t h e  a m i n o  a c i d  sequenc~ t o  t~~ 
e l e c t r o n  d e n i s t y  m a p  o f  T .  d y s c r i t u m . h e m e r y t h r i n  s h o w e d  t h a t  t h e  m e r -
c u r i c  i o d i d e  b i n d i n g  s i t e s  a r e  c l o s e  t o  t h e  c y s t e i n e  r e s i d u e s  ( F i g -
u r e  1 ) .  O n e  m e r c u r y  i s '  n e a r  t h e  c y s t e i n e  5 0  r e s i d u e  o f  e a c h  s u b u n i t  
w h i l e  t h e  o t h e r  m e r c u r y  a p p e a r s  t o  b e  b r i d g i n g  c y s t e i n e  9  r e s i d u e s  o f  
a d j a c e n t  s u b u n i t s .  
2  
T h i s  s t u d y  w a s  u n d e r t a k e n  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  m e r c u r y  i n  t h e  
h e a v y  a t o m  d e r i v a t i v e  o f  T .  d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n  w a s ,  i n  f a c t ,  c o v a -
l e n t l y  b o u n d  t o  c y s t e i n e  s u l f u r  a t o m s  a n d ,  i f  s o ,  t o  e l u c i d a t e  t h e  
s t r u c t u r e  o f  t h e  m e r c u r y - s u l f u r  c o m p l e x e s  i n  t h e  p r o t e i n .  I t ,  w a s  a l s o  
o f  i n t e r e s t  t o  u n d e r s t a n d  h o w  m e r c u r i c  i o d i d e  w a s  a b l e  t o  b i n d  t o  T .  
d y s c r i t u m  h e m e r y t h r _ i n  w i t h o u t  c a u s i n g  i t  · t o  d i s s o c i a t e  i n t o  s u b u n i t s ,  
s i n c e  m a n y  s u l f h y d r y l - s p e c i f  i c  r e a g e n t s  a r e  k n o w n  t o  c a u s e  d i s r u p t i o n  o f  
t h e  o c t a m e r i c  s t r u c t u r e  o f  P .  g o u l d i i  h e m e r y t h r i n  ( 3 ) .  
T h e  e x p e r i m e n t a l  a p p r o a c h  t o  t h e s e  q u e s t i o n s  i n v o l v e d  a  c o m p a r i s o n  
o f  t h e  r e l a t i v e  r e a c t i v i t i e s  o f  P  • .  g o u l d i i  a n d  T .  d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n s  
t o w a r d s  m e r c u r i c  i o d i d e  a n d  t w o  o t h e r  s u l f h y d r y l  g r o u p  m o d i f i e r s ,  p -
h y d r o x y m e r c u r i b e n z o a t e  ( P H M B )  a n d  N - e t h y l m a l e i m i d e  ( N E M ) .  T h e  n a t u r e  
a n d  e x t e n t  o f  m e r c u r i a l  b i n d i n g  w a s  s t u d i e d  b y  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  t i t r a -
t i o n .  G e l  f i l t r a t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  w a s  u s e d  t o  q u a n t i t a t e  t h e  d i s s o c i -
a t i o n  a n d  t o  c h a r a c t e r i z e  t h e  r e s u l t i n g  p r o d u c t s .  I n t e r p r e t a t i o n  o f  e x -
p e r i m e n t s  w a s  a i d e d  b y  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  a  c o m p u t e r - a v e r a g e d  e l e c t r o n  
d e n s i t y  m a p  f o r .  T .  d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n .  
3  
F i g u r e · ! .  Q u a t e r n a r y  s t r u c t u r e  o f  o c t a m e r i c  h e m e r y t h r i n .  D r a w i n g  
b a s e d  o n  x - r a y  c r y s t a l l o g r a p h i c  s t r u c t u r e  o f  T .  d y s c r i t u m  h e m e r y -
t h r i n  a t  5  !  r e s o l u t i o n  ( 5 ) .  T h e  e i g h t  s u b u n i t s  f o r m  a  s q u a r e  
a n t i p r i s m  w h i c h  a p p r o x i m a t e s  D 4 .  s y n n n e t r y :  a  4 - f o l d  a x i s  p e r p e n d i c -
u l a r  t o  t h e  p l a n e  o f  t h e  p a g e  a n d  f o u r  2 - f  o l d  a x e s  i n  t h e  p l a n e  o f  
t h e  p a g e .  T h e  N H
2
- t e r m i n a l  r e g i o n s  ( n e a r  c o r n e r s  o f  s q u a r e )  a r e  
e x p o s e d  t o  s o l v e n t .  T h e  m o l e c u l e  t h e n  l o o p s  b a c k  a n d  f o r m s  f o u r ,  
r o u g h l y  p a r a l l e l  ' s t r e t c h e s  o f  «  - h e l i x  ( A , B , C  a n d  D  h e l i c e s )  w i t h  
t h e  C O O R - t e r m i n a l .  ( D - h e l i x )  t u c k i n g  d o w n  i n t o  t h e  m o l e c u l e .  B l a c k  
d o t s  i n d i c a t e  l o c a t i o n s  o f  m e r c u r y  a t o m s  i n  t h e  h e a v y  a t o m  d e r i v a -
t i v e .  A  t o t a l  o f .  1 2  m e r c u r y  a t o m s  a r e  b o u n d  t o  t h e  e i g h t  s u b u n i t s .  
E a c h  · s u b u n i t  h a s  o n e  m e r c u r y  a t o m  c l o s e  t o  c y s t e i n e  5 0  ( B  h e l i x )  a t  
t h e  i n t e r f a c e  b e t w e e n  t h e  t w o  l a y e r s  a n d  a n o t h e r  m e r c u r y  a t o m  c l o s e  
t o  t h e  c y s t e i n e  9 ' s  o f  t h e  t w o  s u b u n i t s  i n  d i f f e r e n t  l a y e r s  ( a t  t h e  
c o r n e r s  o f  t h e  s q u a r e ) .  
E X P E R I M E N T A L  P R O C E D U R E S  
H E M E R Y T H R I N  F R O M  P .  G O U L D I I  A N D  T .  D Y S C R I T U M  
T h e  m a . r i n e  w o r m s ,  ! _ .  g o u l d i i  a n d  . . ' . ! . ·  d y s c r i t u m  w e r e  o b t a i n e d ,  r e -
s p e c t i v e l y ,  f r o m  M a r i n e  B i o l o g i c a l  Labora~ory, W o o d s  H o l e ,  M a s s . ,  a n d  
O r e g o n  I n s t i t u t e  o f  M a r i n e  B i o l o g y ,  C h a r l e s t o n ,  O r e g o n .  H e m e r y t h r i n  
f r o m  b o t h  m a r i n e  w o r m s  w a s  p u r i f i e d  b y  t h e  f o l l o w i n g  m e t h o d  a d a p t e d  
f r o m  K l o t z  e t  a l .  ( 8 ) · .  E r y t h r o c y t e s  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  c o e l o m i c  f l u i d  
.  b y  c e n t r i f u g a t i o n  ( 1 0  m i n u t e s  a t  1 0 0 0  g )  w e r e  t w i c e  w a s h e d  i n  0 . 5 4 M  
N a C l  a n d  l y s e d  b y  a d d i t i o n  o f  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  d i s t i l l e d  w a t e r .  T h e  
l y s a t e  w a s  c e n t r i f u g e d  ( 1 0  m i n u t e s  a t  2 7 , 0 0 0  g )  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  
p a s s e d  t h r o u g h  a  0 . 4 5  m i c r o n  M i l l i p o r e  f i l t e r  w i t h  p r e f i l t e r  t o  r e m o v e  
a n y  r e m a i n i n g  c e l l u l a r  d e b r i s .  
T h e  c o n d i t i o n s  w h i c h  f a v o r  h e m e r y t h r i n  c r y s t a l l i z a t i o n ,  t h e  f i n a l  
p u r i f i c a t i o n  s t e p ,  a r e  d e p e n d e n t  u p o n  t h e  s p e c i e s  f r o m  w h i c h  t h e  p r o -
t e i n  i s  o b t a i n e d .  C r y s t a l l i z a t i o n  o f  P .  g o u l d i i  h e m e r y t h r i n  w a s  a c c o m -
p l i s h e d  b y  d i a l y s i s  ag~inst a .  l a r g e  e x c e s s  o f  2 0 %  e t h a n o l  ( 8 ) .  H e m e r y -
. t h r i n  f r o m  T .  d y s c r i t u m  w a s  · c r y s t a l l i z e d  b y  d i a l y s i s  a g a i n s t  s o l u t i o n s  
o f  l o w  i o n i c  s t r e n g t h ,  t h e  e x a c t  s t r e n g t h  d e p e n d i n g  ~pon t h e  a g e  a n d  
c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  s o l u t i o n .  T h u s ,  f r e s h  c o n c e n t r a t e d  s o l u -
t i o n s  c r y s t a l l i z e d  w h e n  d i a l y z e d  v e r s u s  0 . 0 4 M  K C l ,  O . O l M  T r i s - C l  ( p H  
7 . 5 ) ,  w h i l e  o l d e r  o r  m o r e  d i l u t e  p r e p a r a t i o n s  r e q u i r e d  s l i g h t l y  l o w e r  
i o n i c  s t r e n g t h .  
I t  w a s  p o s s i b l e  t o  c o n v e r t  h e m e r y t h r i n  t o  t h e  m e t a z i d o  f o r m  b y  
d i a l y s i s  a g a i n s t  O . O l M  p o t a s s i u m  f e r r i c y a n i d e ,  0 . 5 M  s o d i u m  a z i d e , O . O S M  
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T r i s - C l  ( p H  7 · . 5 ) ,  f o l l o w e d  b y  r e p e a t e d  d i a l y s i s  a g a i n s t  t h e  s a m e  s o l u -
t i o n  w i t h o u t  f e r r i c y a n i d e  ( 9 ) .  H o w e v e r ,  a  p r e f e r a b l e  p r o c e d u r e . w a s  t o  
c o n v e r t  m e t c h l o r o h e m e r y t h r i n  t o  t h e  m o r e  s t a b l e  m e t a z i d o  f o r m  b e f o r e  
c r y s t a l l i z a t i o n · b y  t h e  a d d i t i o n  o f  a  f e w  m i l l i g r a m s  o f  s o d i u m  a z i d e  t o  
t h e  c r u d e .  l y s a t e .  T h i s  a d d i t i o n  o f  s o d i u m  a z i d e  e a r l y  i n  t h e  p r e p a r a -
t i o n  ha~ t h e  a d d e d  a d v a n t a g e  o f  i n h i b i t i n g  b a c t e r i a l  g r o w t h .  T h e  d i a l -
.  
y s i s  s o l u t i o n s  u s e d  f o r  t h e  crysta~lization o f  T .  d y s c r i t u m  a n d  f ·  
g o u l d i i  h e m e r y t h r i n s  w e r e  i d e n t i c a l  ~o tho~e f o r m e r l y  d e s c r i b e d  w i t h  
t h e  a d d i t i o n  o f  s o d i u m  a z i d e .  ( 0 . 0 l M ) .  _ C r y s t a l s  w e r e  h a r v e s t e d  d i r e c t l y  
f r o m  t h e  d i a l y s i s .  t u b i n g  b y  d i s s o l v i n g  t h e m  i n  s a l t  s o l u t i o n  ( l M  K C l ,  
0 . 0 5 M  T r i s - C l ,  p H  7 . 5 ) .  
I n  t h e  l a k e d  b l o o d  o f  T .  d y s c r i t u m ,  h e m e r y t h r i n  r e p r e s e n t s  a b o u t ·  
9 3 %  o f  t h e  t o t a l  p r o t e i n  p r e s e n t ;  a f t e r  c r y s t a l l i z a t i o n ,  m o r e  t h a n  9 9 %  
o f  a l l  p r o t e i n  p r e s e n t  i s  h e m e r y t h r i n  a s  j u d g e d  b y  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  
e l e c t r o p h o r e s i s  i n  s o d i u m  d o d e c y l  s u l f a t e .  
P r o t e i n  s u b u n i t  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  d e t e r m i n e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i -
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c m  f o r  T .  d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n  ( 1 0 ) .  
~~ECTROPHOTOMETRIC T I T R A T I O N  
E x p e r i m e n t s  w e r e  perfo~ed i n  O . S M  K C l ,  O . O S M  T r i s - C l  ( p H  7 )  a t  
7  +  3 ° C .  S t o c k  h e m e r y t h r i n  w a s  p r e p a r e d  b y  c r y s t a l l i z a t i o n  o f  t h e  
m e t a z i d o  f o r m  a n d  r e m o v a l  o f  t h e  e x c e s s  a z i d e  b y  d i a l y s i s ,  s i n c e  a z i d e  
a b s o r b s  s t r o n g l y  a t  t h e  w a v e l e n g t h  u s e d  t o  d e t e c t  t h e  m e r c u r y - s u l f u r  
b o n d  f o r m a t i o n .  J u s t  p r i o r  t o  u s e ,  a l i q u o t s  w e r e  f i l t e r e d ,  d i l u t e d ,  
a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  d e t e r m i n e d .  T h e  p r o t e i n  s u b u n i t  c o n c e n t r a t i o n  
- 5  .  
r a n g e d  f r o m  3  t o  7 x 1 0  M .  i n  . a  r e a c t i o n  v o l u m e  o f  2 5 m l .  F r e s h  m e r c u r i a l  
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t i t r a n t  w a s  p r e p a r e d  f o r  e a c h  e x p e r i m e n t  a t  c o n c e n t r a t i o n s  s u c h  t h a t  a  
m a x i m u m  o f  0 . 4 m l  o f  t i t r a n t  w a s  a d d e d  p e r  2 5 m l  i n  t h e  r e a c t i o n  v e s s e l .  
C o n c e n t r a t e d  s o l u t i o n s  o f  p - h y d r o x y m e r c u r i b e n z o a t e  ( P H M B )  r e q u i r e d  
a d d i t i o n  o f  K O H  t o  a p p r o x i m a t e l y  0 . 0 2 5 N  t o  d i s s o l v e  i n  t h e  a b o v e  b u f f e r ,  
w h i l e  H g I
2  
w a s  r e a d i l y  s o l u b l e  i n .  · w a t e r  c o n t a i n i n g  a  t e n f o l d  e x c e s s  o f  
K I .  
T h e  t i t r a t i o n s  w e r . e  p e r f o r m e d  a t  2 5 0 n m  o n  a  C a r y  1 4  s p e c t r o p h o t o -
m e t e r  f i t t e d  w i t h  a  t e m p e r a t u r e - c o n t r o l l e d ·  t i t r a t i o n  a p p a r a t u s  d e s i g n e d  
b y  D r .  D e n n i s  B a r n u m  ( F i g u r e  2 ) .  T h e  c e l l  h o l d e r  c o n s i s t s  o f  a n  a l u m i -
n u m  b l o c k ,  b o r e d  t o  p e r m i t  c i r c u l a t i o n  f r o m  a  G i l s o n  m u l t i f u n c t i o n a l  
t e m p e r a t u r e  c o n t r o l l e d  w a t e r  b a t h  ( M S R 0 - 2 ) ;  e t h y l e n e  g l y c o l  w a s  a d d e d  t o  
G i l m o n t  m i c r o b u r e t  _ _ , . .  
m o t o r .  d r i v e n  
s p r i n o  I  J  ·  
t e f l o n  l i d •  
a l u m i n u m  c e l l  
h o l d e r  • •  
F i g u r e  2 .  Tempe~ature-controlled t i t r a t i o n  a p p a r a t u s  f o r  t h e  
C a r y  1 4  s p e c t r o p h o t o m e t e r .  
I  
. !  
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t h e  c i r c u l a t i n g  f l u i d  f o r  u s e  i n  t h i s  t e m p e r a t u r e  r a n g e .  T h e  b l o c k  i s  
f i t t e d  w i t h  t w o  r o u n d  q u a r t z  window~ t o  a l l o w  p a s s a g e  o f  t h e  l i g h t  
b e a m  t h r o u g h  a  c e n t r a l  r e c t a n g u l a r  c h a m b e r  c o n t a i n i n g ·  a  3 0 m l  ( 5 . l c m  x  
2 . 2 c m  x  4 . 2 c m )  q u a r t z  c u v e t t e .  T h e  m e c h a n i s m  h a s  a  c o n n e c t e d  d o u b l e -
~ 
l i d  s y s t e m ;  a n  i n n e r  t e f l o n . l i d  i s  s p r i µ g  l o a d e d  t o  f i t  t i g h t l y  o v e r  
.  ' I  
t h e  c u v e t t e ,  w h i l e  a n  o u t e r  m e t a l  l i d  b o l t s  t o  t h e  b l o c k .  T h e  t e f l o n  
propeller-typ~ s t i r r e r  a n d  t h e  g l a s s . t i p  o f  t h e  G i l m o n t  u l t r a - p r e c i s i o n  
m i c r o m e t e r  b u r e t  e n t e r  t h e  c h a m b e r  t h r o u g h  t w o  c y l i n d r i c a l  t e f l o n  p o r t s  
a n d  e m e r g e  o n  · e i t h e r  s i d e  o f  t h e  l i g h t  b e a m .  T h u s  t h e  ~ample s o l u t i o n  
i s  i n  c o n t a c t  w i t h  o n l y  t e f l o n  o r  g l a s s .  T h e  -s~mple c h a m b e r  o f  t h e  
s p e c t r o p h o t o m e t e r  w a s  p u r g e d  w i t h  n i t r o g e n  t o  p r e v e n t  c o n d e n s a t i o n  o f  
w a t e r  v a p o r  o n  o p t i c a l  s u r f a c e s .  T h e  3 m l  ( l c m  p a t h  l e n g t h )  r e f e r e n c e  
c e l l  w a s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  c o n t a i n e d  p r o t e i n  i n  t h e  a b o v e  b u f f  e r  
p l u s  s u f f i c i e n t  a z i d e  t o  c a n c e l  t h e  i n i t i a l  a b s o r b a r t c e  o f  t h e  p r o t e i n  
i n  .  th~ . . .  s a m p l e  c e l l .  N o  d r i f t  w a s  o b s e r y e d  i n  t h e  s p e c t r o p h o t o m e t e r  b a s , e -
l i n e  i n  2 4  h o u r s .  I n  a l l  e x p e r i m e n t s  r e p o r t e d ,  n o  p r o t e i n  p r e c i p i t a t i o n  
o c c u r r e d  e i t h e r  i n  t h e  r e f e r e n c e  o r  t h e  s a m p l e  c e l l  i n d i c a t i n g  n e g l i g i b l e  
p r o t e i n  d e n a t u r a t i o n .  E a c h  e x p e r i m e n t  w a s  p e r f o r m e d  a t  l e a s t  t w i c e .  
C O L U M N  C H R O M A T O G R A P H Y  
M e t a z i d o h e m e r y t h r i n  f r o m  s e v e r a l  p r e p a r a t i o n s  w a s  u s e d .  A s  t h e  
c r y s t a l l i z a t i o n  p r o c e d u r e  w a s  a l t e r e d  d u r i n g  t h e  t i m e  t h e s e  e x p e r i m e n t s  
w e r e  p e r f o r m e d ,  e a r l y  r e a c t i o n s  u t i l i z e d  h e m e r y t h r i n  c r y s t a l l i z e d  i n  
t h e  m e t c h l o r o  f o r m ,  w h i l e  l a t e r  e x p e r i m e n t s  u s e d  t h e  n e w  c r y s t a l l i z a t i o n  
p r o c e d u r e  a s  d e s c r i b e d  a t  t h e  b e g i n n i n g  b f  t h i s  s e c t i o n .  A l l  c h r o m a t o -
g r a p h y  w a s  per.f~rmed a t  4 ° C  o n  a  l . S c m  x  3 0 c m  c o l u m n  p a c k e d  w i t h  S e p h a -
d e x  G - 1 0 0  ( 4 0 - 1 2 0  mi~rons) a n d  e q u i l i b r a t e d  i n  O . S M  s o d i u m  a z i d e ,  O . O S M  
8  
T r i s - C l  ( p H  8 . 0  t o  8 . 5 ) .  C o l u m n  e l u a n t  w a s  c o l l e c t e d  i n  0 . 5 m l  t o  l m l  
f r a c t i o n s  a n d  a s s a y e d  ~or p r o t e i n  c o n t e n t  b y  i t s  a b s o r b a n c e  a t  2 8 0 n m  o r  
3 2 6 n m  o n  a  C a r y  1 4  s p e c t r o p h o t o m e t e r .  T h e  c o l u m n  w a s  c a l i b r a t e d  w i t h  
p r o t e i n s  o f  k n o w n  m o l e c u l a r  w e i g h t  i n  o r d e r  t o  e s t a b l i s h  t h e  r e l a t i o n -
s h i p  b e t w e e n  e l u t i o n  v o l u m e  a n d  m o l e c u l a r  w e i g h t .  T h e  p r o t e i n s  u s e d  
f o r  m o l e c u l a r  w e i g h t  c a l i b r a t i o n  w e r e  r i b o n u c l e a s e  ( 1 3 , 7 0 0 M W ) ,  m y o g l o b i n  
( 1 7  , 2 0 0  M W ) ,  · t r y p s i n  i n h i b i t o r  ( 2 1 , 5 0 0  M W ) , .  o v a l b u m i n  ( 4 5 , 0 0 0  M W ) ,  b o v i n e  
s e r u m  a l b u m i n  ( 6 6 , 0 0 0  M W ) ,  a n d  c o n a l b u m i n  ( 8 5 , 0 0 0  M W ) .  T h e  c a l i b r a t i o n  
w a s  v e r i f i e d  w i t h  P .  g o u l d i i  he~erythrin i n  t h e  n a t i v e ,  o c t a m e r i c  f o r m  
( 1 0 8 , 0 0 0 M W ) a n d  i n  t h e  PHMB-dissoci~ted m o n o m e r i c  f o r m  (13,500~) w h i c h  
h a d  b e e n  p r e v i o u s l y  c h a r a c t e r i z e d  b y  K e r e s t z e s - N a g y  a n d  K l o t z  ( 3 ) .  
S o l u t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  Spectrophoto~etric Titra~ 
t i o n s .  S i n c e  N - e t h y l m a l e i m i d e  ( N E M )  h y d r o l i z e s  i n  a z i d e  a n d  h i g h  p H ,  
i t  w a s  d i s s o l v e d  a n d  r e a c t e d  wit~ h e m e r y t h r i n  i n  O . S M  K C l ;  0 . 0 5 M  T r i s -
C l  ( p H  7 . 0 ) .  A l i q u o t s  o f  s u l f h y d r y l  r e a g e n t  w e r e  a d d e d  t o  sol~tions 
a p p r o x i m a t e l y  l 0 -
3
M  i n  h e m e r y t h r i n  a n d  m i x e d  o n  a  v o r t e x .  T h i s  r e a c t i o n  
m i x t u r e  ( n o t  e x c e e d i n g  O . S m l )  w a s  i n c u b a t e d  a t  0 ° C  p r i o r  t o  c o l u m n  a p -
p l i c a t i o n .  E a c h  r e a c t i o n  w a s  p e r f o r m e d  a t  l e a s t  t w i c e  w i t h  t h e  e x c e p -
t i o n  o f  t h e  m i x e d  N E M - P H M B  e x p e r i m e n t .  
M A T E R I A L S  
A l l  r e a g e n t s  u s e d  w e r e  r e a g e n t  g r a d e .  T h e  S e p h a d e x  w a s  p u r c h a s e d  
f r o m  P h a r m a c i a ,  a n d  t h e  s o d i u m  a z i d e  w a s  f i r s t ·  r e c r y s t a l l i z e d  f r o m  
a c e t o n e - w a t e r  m i x t u r e s , .  t h e n  w a s h e d  w i t h  a c e t o n e  •  
.  j  
R E S U L T S  
S P E C T R O P H O T O M E T R I C  T I T R A T I O N S  
T h e  n u m b e r  o f  r e a c t i v e  c y s t e i n e s  i n · a  p r o t e i n  m o l e c u l e  c a n  b e  
d e t e r m i n e d . b y  m o n i t o r i n g  t h e  i n c r e a s e  i n  a b s o r b a n c e  a t  2 5 0 n m  u p o n  a d -
.  d i t i o n  o f  a  m e r c u r i a l  ( 1 1 ,  1 2 ) .  T i t r a t i o n s  o~ h e m e r y t h r i n  s u f l h y d r y l  
g r o u p s  w e r e  p e r f o r m e d  b y  a d d i n g  a  m e r c u r i a l  i n  d i s c r e t e  a l i q u o t s ,  e a c h  
c o n t a i n i n g  0 . 2 5  m o l e s  o f  r e a g e n t  p e r  m o l e  o f  s u b u n i t .  T h e  r e s u l t i n g  
incr~ase i n  a b s o r b a n c e  h a d  t w o  p h a s e s ,  a s  c a n  b e  o b s e r v e d  i n  F i g u r e  3 :  
a n  i n i t i a l  i n c r e a s e  d u e  t o  t h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  a d d e d  m e r c u r i a l ,  f o l -
l o w e d  b y  a  l e s s  r a p i d  i n c r e a s e  d u e  t o  a b s o r b a n c e  b y  t h e  n e w l y - f o r m e d  
m e r c u r y  s u l f u r  b o n d s .  · H e m e r y t h r i n  f r o m  P .  g o u l d i i  h a s  o n l y  o n e  r e a c -
t i v e  c y s t e i n e  p e r  s u b u n i t  ( 3 ) ,  a n d  F i g u r e  3  s h o w s  t h a t  n o  m o r e  H g - S  
b o n d  f o r m a t i o n  i s  o b s e r v e d  afte~ 1  m o l e  o f  P H M B  h a s  b e e n  a d d e d . p e r  m o l e  
o f  s u b u n i t .  
E a c h  r e a c t i o n  w a s  a l l o w e d  t o  g o  t o  c o m p l e t i o n ,  a s  e v i d e n c e d  b y  a  
l e v e l l i n g  o f f  o f  t h e  a b s o r b a n c e .  Fi~ures 4  a n d  5  ~how t h e  l e v e l - o f f  
a b s o r b a n c e  v a l u e s  p l o t t e d  a s  a  f u n c t i o n  o . f  t h e  m o l e ' s  o f  t i t r a n t  a d d e d .  
A  c h a n g e  o f  s l o p e  o c c u r s  a t  t h e  p o i n t · w h e r e  a l l  s u l f h y d r y l  g r o u p s  h a v e  
b e e n  t i t r a t e d :  t h e  p o i n t  o f  i n t e r s e c t i o n  o f  t h e  t w o  l i n e s  t h u s  f o r m e d  
g i v e s  v a l u e s  f o r  b o t h  t h e  m o l e s  o f  s u l f h y d r y l  g r o u p s  t i t r a t e d  p e r  s u b -
u n i t  a n d  t h e  t o t a l  a b s o r b a n c e  o f  t h e  s u l f u r  m e r c u r y  b o n d s  f o r m e d .  T h e  
r e s u l t s  a r e  s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  I .  
T h e  t i t r a t i o n  o f  b o t h  h e m e r y t h r i n s  w i t h  P H M B  r e s u l t e d  i n  t h e  r e a c -
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T i m e  ( m i n u t e s )  
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1 8 0  
F i g u r e  3 .  S p e c t r o p h o t o m e t r i c  t i t r a t i o n  o f  f _ .  g o u l d i i  h e m e r y -
t h r i n  w i t h  P H M B .  A r r o w s  i n d i c a t e  t h e  a d d i t i o n  o f  0 . 2 5  m o l e s  
o f  P H M B  p e r  m o l e  o f  s u b u n i t .  
t h e  t i t r a t i o n  a n d  t h e · c l o s e  a g r e e m e n t  o f  6 £
2 5 0  
v a l u e s  f o r  H g - S  b o n d  
f o r m a t i o n  ( F i g u r e  4 ,  T a b l e  I ) .  T h e s e  v a l u e s  a l s o  a g r e e  w i t h  t h e  p u b -
4  - 1  - 1  
l i s h e d  A E z s o  v a l u e s  o f  0 . 8  x  1 0  M  . c m  f o r  H g - S  b o n d  f o r m a t i o n  p l u s  
4  - 1  - 1  
0 . 5 . x  1 0  M .  c m  f o r  m e r c u r i b e n z o a t e  ( 1 2 ) .  T h u s ,  o n l y  o n e  o f  t h e  t w o  
c y s t e i n e  r e s i d u e s  i n  ! ·  d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n  r e a c t s  r e a d i l y  w i t h  P H M B  
(t~ <  1  h r ) .  B y  a n a l o g y  t o  P .  g o u l d i i  h e m e r y t h r i n , .  i t  i s  l i k e l y  t h a t  
c y s t e i n e  5 0  i n  T .  d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n  i s  m o r e  r e a c t i v e  t o w a r d s  
P H M B  t h a n  i s  cystein~ 9 . .  A  f u r t h e r  slo~ r e a c t i o n  o f  ! _ .  d y s c r i t u m  
h e m e r y t h r i n  wit~ P H M B  (t~ ~ 1 0  h r s ) ,  p r e s u m a b l y  i n v o l v i n g  c y s t e i n e  9 ,  
w a s  o b . s e r v e d  i n  tittati~ns i n  w h i h h  t~e h e m e r y t h r i n  w a s  i n c u b a t e d  f o r  
~ 
1 0  
4 - 8  h o u r s  w i t h  e x c e s s  P H M B .  H o w e v e r ,  i n  t h e  r e s u l t s  r e p o r t e d  i n  F i g u r e  
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F i g u r e  4 .  Spectr~photometric t i t r a t i o n  o f  H e m e r y t h r i n  w i t h  P H M B .  
A .  H e m e r y t h r i n  ( 3 . 2  x  1 0 - S M ) . f r o m  T .  d y s c r i t u m .  B .  H e m e r y t h r i n  
( 6 . 1  x  1 0 - S M )  f r o m  P .  g o u l d i i .  
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Q 5  
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1 . 5  
m o l e s  K f i G - 1  m o l e  s u b u n i t  
0 . 5  
1 . 0  
m o l e s  ~O~/mole s u b u n i t .  
1 2  





A .  H e m e r y t h r i n  ( 3 . 6 · x  i o - S M )  from!~ d y s c r i t u m .  B .  ~emerythrin 
( 6 . · 4  x  1 0 - S M )  f r o m  R _ .  g o u l d i i .  
1 3  
4 ,  t h e  i n c u b a t i o n s  w i t h  e x c e s s  P H M B  w e r e  o f  m u c h  s h o r t e r  d u r a t i o n  ( a p -
p r o x i m a t e l y  1  h o u r  e a c h )  s o  t h a t  t h e  r e a c t i o n  a t  t h e  s e c o n d  c y s t e i n e  
w a s  n e g l i g i b l e .  
T A B L E  I  
S P E C T R O P H O T O M E T R I C  T i f R A T I O N  O F  H E M E R Y T H R I N  W I T H  M E R C U R I A L S  
'  
S p e c i e s  
R e a g e n t  
M o l e  m e r c u r l a  
6 e  
a , b  
M : .  
c  
M o l e  s . u b u n i t .  2 5 0  n m  
2 8 4  n m  
P .  g o u l d i i  
P H M B  
L O  1 . 2 4  x  1 0  
4 ·  
T .  d y s c r i t u m  P H M B  1 . 0  1 . 3 0  x  1 0  
4  
~· g o u l d i i  
K
2
H g i f .  
0 . 9  0 . 8 7  x  1 0  
4  
0 . 1 2  x  1 0  
4  





1 . 4  
0 . 8 2  x  1 0  
4  
0 . 2 4  x  1 0  
4  
a .  
V a l u e s  f r o m  t h e  e n d - p o i n t  o f  t h e  t i t r a t i o n  c u r v e s  ( F i g u r e s  4  a n d  5 ) .  
b~ 
c .  
- 1  - 1  .  .  
A b s o r p t i v i t y  i n  M  c m  c a l c u l a t e d  b y  d i v i d i n g  t h e  6 A
2 5 0  
b y  t h e  m e r -
c~ry c o n c e n t r a t i o n  a n d  t h e  2  c m  p a t h  lengt~. 
- 1  . .  - 1  
A b s o r p t i v i t y  i n  M  c m  c a l c u l a t e d  b y  d i v i d i n g  t h e  6 A z 8 4  v a l u e  b y  
t h e  m e r c u r y  c o n c e n t r a t i o n  f o r  h e m e r y t h r i n  r e a c t e d  w i t h  0 . 9  ( P .  
g o u l d i i )  a n d  1 . 4  ( T . '  d y s c r i t u m )  m o l e s  m e r c u r y . p e r  m o l e  s u b u n i t  i n  
1  c m  c e l l s .  
A  m o r e  s t r i k i n g  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  h e m e r y t h r i n s  f r o m  t h e  t w o  




· w a s  us~d a s  t h e  t i t r a t i n g  a g e n t .  I n  t h i s  
c a s e  h e m e r y t h r i µ  f r o m  T .  d y s c r i t u m  a p p e a r e d  t o  b i n d  m o r e  t h a n  t h e  o n e  
m e r c u r y  p e r  s u b u n i t  o b s e r v e d  f o r  P .  g o u l d i i  h e m e r y t h r i n  ( F i g u r e  5 ,  
T a b l e  I ) .  T h e  e n d p o i n t  o f  t h e  t i t r a t i o n  c u r v e  f o r ! . ·  d y s c r i t u m  h e m e r y -
t h r i n  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  1 . 5  m o l e s  H g  Q o u n d  p e r  s u b u n i t  e x p e c t e d  i f  o n e  
o f  t h e  t w o  c y s t e i n e s  i s  b e i n g  c r o s s l i n k e d  t o  a  c y s t e i n e  f r o m  a n o t h e r  
s u b u n i t .  T h i s  j i n d i n g  a g r e e s  w e l l  w i t h  t h e  x - r a y  c r y s t a l l o g r a p h i c  d a t a  




,  w h i c h  i n d i c a t e s  o n e  
1 4  
H g  b i n d i n g  s i t e  a t  a  p o s i t i o n  c l o s e  t o  c y s t e i n e  9  ( 5 ) .  
A l t h o u g h  t h e  6 e  a t  2 5 0  n m  f o r  T .  d y s c r i t w n  h e m e r y t h r i n  t r e a t e d  w i t h  
m e r c u r i c  i o d i d e  i s  s i m i l a r  t o  t h e  v a l u e  f o r  P .  g o u l d i i  h e m e r y t h r i n ,  t h e  
T .  d y s c r i t u m  p r o t e i n  s h o w s  c o n s i d e r a b l y _  g r e a t e r  6 e  v a l u e s  i n  t h e  2 6 0  t o  
3 5 0  n m  r e g i o n ,  w i t h  t h e  m a x i m a l  a b s o r p t i o n  i n c r e a s e  a t  2 8 4  n m  ( T a b l e  I ) .  
T h e  a c t u a l  a b s o r p t i v i t y  o f  t h e  m e r c u r y  c o o r d i n a t e d  t o  c y s t e i n e  9  i n  T .  
d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n  c a n  b e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  f o l l o w i n g  r e l a t i o n s h i p :  
w h e r e :  
6
£ 2 8 4 ( 5 o + 9 )  
1  
[ H g ( 5 o + 9 )  
[ H g ( 5 0 ) ]  
[ H g ( 9 )  I  
6
E 2 8 4 ( 5 o + 9 )  
6 € : 2 8 4 ( 5 0 )  
6 £ 2 8 4 ( 9 )  
=  
.  [ H g ( 9 ) ]  
]  
[ H g ( S o + 9 )  
6 e 2 8 4 ( 9 )  
+  
[ H g s o 1  
[ H g ( S o + 9 ) ]  -~e:284(50) 
- H g  b o u n d . t o - c y s t e i n e  9 + 5 0  ( m o d e l  i s  T .  d y s c r i t u m  
h e m e r y t h r i n ) .  
- H g  b o u n d  t o  c y s t e i n e  5 0  ( m o d e l  i s  R _ .  g o u l d i i  
h e m e r y t h r  i n )  •  





)  a n d  H g ( S O ) ) .  
- A b s o r b t i v i t y  o f  H g - c y s t e i n e  5 0  +  H g - c y s t e i n e  9  
c o m p l e x  < m o d e l  i s  T .  d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n ) .  
- A b s o r b t i v i t y  o f  H g - c y s t e i n e  5 0  c o m p l e x  ( m o d e l  
i s  P .  g o u l d i i  h e m e r y t h r i n ) .  
- ~bsorbtivity o f  H g - c y s t e i n e  9  c o m p l e x .  
S u b s t i t u t i n g  i n  v a l u e s  f r o m  T a b l e  I :  
4  
0 . 2 4  x  1 0  =  
0 . 5  
1 . 4  
6
£ 2 8 4 ( 9 )  
+  0 . 9  
1 . 4  
0 . 1 2  x · 1 0
4  
4  - 1  - 1  
T h e r e f o r e ,  t h e  6 e
2 8 4  
p e r  H g  a t  c y s t e i n e  9  i s  0 . 4 6  x  1 0  M  c m  .  C o m -
p a r i s o n  o f  t h e  H g  a t  C y s  9  v a l u e  · w i t h  t h e  u v  a b s o r p t i o n  o f  s i m p l e  m e r -
c u r y  c o m p l e x e s  ( T a b l e  I I )  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  l o c a t i o n  a n d  i n t e n s i t y  o f  
t h e  a b s o r p t i o n  m a x i m w n · a t  2 8 4  r u n  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  m e r c u r y  a t  
, /  
c y s t e i n e  9  b e i n g  c o o r d i n a t e d  t o  t w o  h a l i d e s  i n  a d d i t i o n  t o  t w o  s u l f u r  
a t o m s .  
a .  
b .  
T A B L E  I I  
U L T R A V I O L E T  A B S O R P T I O N  O F  M E R C U R Y  C O M P L E X E S  
Complex~ 
A m a x ·  
£ A m a x  
i  M - 1  - 1  .  
n  c m  
H g I
2  







2 8 2  
0 . 8 3  x  1 0  
4  
H g ( C y s ) C l
2  
2 9 8  
0 . 5 5  x  1 0  
4  
H g ( C y s )
2  
( 2 8 0 ) b  




i n  e t h a n o l ;  K  H g I
4
.  i n  w a t e r  w i t h  1 0 - f o l d  e x c e s s  o f  K I ;  ·  
H g ( C y s ) C l z  p r e p a r e a  a s  · d e s c r i b e d  i n  r e f e r e n c e  l l a  i n  1 : 1  e t h a n o l :  
w a t e r ,  O . O l M . i n  H C l ;  H g ( C y s ) z  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  r e f e r e n c e  
l l a  b u t  d i s s o l v e d  i n  w a t e r  w i t h o u t  e t h a n o l .  
T h i s  c o m p l e x  h a s  n o  o b s e r v a b l e  a b s o r p t i o n  m a x i m a  a b o v e  2 4 0  n m .  
H E M E R Y T H R I N  D I S S O C I A T I O N  
1 5  
T h e  d i s s o c i a t i o n  b e h a v i o r  o f  P .  g o u l d i i  h e m e r y t h r i n  h a s  b e e n  e x t e n -
s i v e l y  s t u d i e d  . b y  K e r e s z t e s - N a g y  a n d  K l o t z ,  w h o  f o u n d  t h a t  t r e a t m e n t  o f  
t h e  n a t i v e  o c t a m e r i c  p r o t e i n  w i t h  c e r t a i n  s u l f h y d r y l  g r o u p  m o d i f y i n g  
r e a g e n t s  w a s  s u f f i c i e n t  t o  c a u s e  d i s s o c i a t i o n  i n t o  m o n o m e r s  ( 3 ,  1 4 ) .  
F o r  o u r  s t u d y  t h r e e  sulf~ydryl-specific r e a g e n t s  w e r e  c h o s e n :  t h e  o r -
.  .  




,  a n d  t h e  org~nic 




s o l u t i o n  p r o b a b l y  c o n t a i n s  a  m i x t u r e  o f  
HgI
4
~, H g I
3
- · a n d  H g I
2
,  i t  ~ill b e  r e f e r r e d  t o  h e n c e f o r t h  a s  m e r c u r i c  
i o d i d e .  I d e n t i f i c a t i o n  . o f  d i s s o c i a t i o n  p r o d u c t s  w a s  a c c o m p l i s h e d  b y  
g e l f i l t r a t i o n ,  r e l a t i n g  el~t~on v o l u m e s  t o  m o l e c u l a r  w e i g h t s .  F o r . t h e  
:~· 
1 6  
s e p h a d e x  G - 1 0 0  c o l u m n  u s e d , .  t h e  V e / V o  v a l u e s  f o r  t h e  o c t a m e r  ( 1 0 8 , 0 0 0 .  
M W ) ,  d i m e r  ( 2 7 , 0 0 0  M W )  a n d  m o n o m e r  ( 1 3 , 0 0 0  M W )  w e r e  f o u n d  t o  b e ,  r e s p e c -
t i v e l y :  l .  l ,  1 .  7 ,  a n d  2 .  O .  
T a b l e  I I I  o u t l i n e s  t h e  r e · s u l t s  o b s e r v e d  a f t e r  r e a c t i n g  h e m e r y t h r i n  
f r o m  e a c h  s p e c i e s  w i t h _ s u l f h y d r y l - s p e c i f i c  reagen~s. T h e  r e s u l t s  o b -
t a i n e d  w i t h  P .  g o u l d i i . h e m e r y t h r i n  a r e  c o n s i s t a n t  w i t h  t h o s e  p r e v i o u s l y  
r e p o r t e d  ( 3 )  i n  t h a t  t h e  p r o t e i n  i s  c o m p l e t e l y  d i s s o c i a t e d  b y . P H M B  a n d  
N E M ,  b u t  n o t  b y  m e r c u r i c  i o d i d e .  H e m e r y t h r - i n  f r o m  T .  d y s c r i t u m  i s  s i m i -
l a r  t o  R _ .  g o u l d i i  h e m e r y t h r i n  i n  t h a t  i~ i s  a l s o  d i s s o c i a t e d  b y  P H M B  
a n d  N E M  a n d  n o t  b y  m e r c u r i c  i o d i d e .  H o w e v e r ,  t h e  h e m e r y t h r i n s  f r o m  t h e  
t w o  s p e c i e s  d i f f e r  i n  t h e i r  dissociat~on b y  P H M B  a n d  N E M  i n  t h e  t y p e s  
o f  p r o d u c t s  f o r m e d  a n d  i n  t h e  r a t e s  o f  r e a c t i o n .  
T A B L E  I I I  
H E M E R Y T H R I N  D I S S O C I A T I O N  P R O D U C T S  R E S U L T I N G  
F R O M  C Y S T E I N E  M O D I F I C A T I O N  
s p e c i e s  
t  m o l . e s  r e a g e n t  r e a c t i o n  d i s s o c i a t i o n  p r o d u c t s  ( % ) "  
r e a g e n  
d i m e r  
.  m o l e  p r o t e i n  t~me ( h r s )  o c t a m e r  
m o n o m e r  
P H M B  2 . 0  
4  1 0 0  
~· g o u l d i i  
N E M  1 0 . 0  





1 . 0  
.  2 4  8 0  
2 0  
. . .  
P H M B  
2 . 0  6  
7 0  
3 0  
~- d y s c r i t u m  N E M  
1 0 . 0  
5 2  
6 0  






. ·  1 . 5  
2 0  
1 0 0  
'  
1 7  
A s  c a n  b e  s e e n  i n  T a b l e  I I I ,  r e a c t i o n  o f  P .  g o u l d i i  h e m e r y t h r i n  
w i t h  P H M B  p r o d u c e s  m o n o m e r s  w h i l e  r e a c t i o n  o f  T .  d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n  .  
w i t h  P H M B .  produce~ p r i m a r i l y  d i m e r s .  I n  b o t h  c a s e s ,  t h e  m a j o r i t y  o f  
t h e  d i s s o c i a t i o n  o c c u r r e d  w i t h i n  t h e  f i r s t  h o u r  a f t e r  P H M B  a d d i t i o n .  
N E M  a l s o  d i s s o c i a t e s  T .  d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n  · i n t o  d i m e r s .  H o w e v e r ,  N E M  
r e a c t s  m u c h  m o r e  s l o w l y  w i t h  T .  d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n  a n d  d o e s  n o t  a p -
p e a r  t o  g o  . t o  c c > m p l e t i o n  e v e n  w i t h  l o n g  r e a c t i o n  t i m e s  ( F i g u r e  6 ,  
T a b l e  I I I ) .  
a · o  
c  
6 0  
0  
· -




. , ,  
. , ,  
0  
4 0  
~ 
0  
2 0 ·  
2 0  
4 0  
T i m e  ( h o u r s )  
F i g u r e  6 .  D i s s o c i a t i o n  o f  h e m e r y t h r i n  b y  N E M .  H e m e r y t h r i n  
f r o m  P .  g o u l d i i  (  O )  a n d  f r o m  1 . .  d y s c r i  t u m  (  •  )  •  





< (  
1 2  
+  
- 2 2 +  
+  3 2  
v o l u m e  < m o  
F i g u r e  7 .  S e p h a d e x  ( G - 1 0 0  c h r o m a t o g r a p h y  o f ! _ .  d y s c r i t u m  hem~ry­
t h r i n  r e a c t e d  w i t h  v a r y i n g  a m o u n t s  o f  P H M B .  M o l e s  P H M B  p e r  m o l e  
o f  s u b u n i t  f r o m  u p p e r  c u r v e  t o  l o w e r :  O ,  0 . 5 ,  1 . 0 ,  1 . 2 5 ,  a n d  1.5~ 
R e a c t i o n s  t i m e s  a t  4 °  v a r i e d  f r o m  2 0  h o u r s  f o r  t h e  s m a l l e s t  P H M B  
a d d i t i o n  t o  7 6  h o u r s  f o r  t h e  l a r . g e s t  P H M B  a d d i t i o n .  A r r o w s  i µ d i -
c a t e  e l u t i o n  volume~ o f  o c t a m e r s  ( l e f t ) ,  d i m e r s  ( m i d d l e )  a n d  
m o n o m e r s .  ( r i g h t ) .  
1 9  
I n  a n  e f f o r t  t o  s t u d y . ' . ! _ .  d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n ' s  d i m e r i z a t i o n  
p h e n o m e n o n  m o r e  c l o s e l y ,  a n  e x p e r i m e n t  p a r a l l e l  i n  d e s i g n  t o  t h e  s p e c -
t r o p h o t o m e t r i c  t i t r a t i o n  w a s  p e r f o r m e d .  T h e  t w o  s u l f h y d r y l  g r o u p s  w e r e  
t i t r a t e d  s t e p w i s e . w i t h  P H M B  a n d  t h e  d i s s o c i a t i o n  p r o d u c t s  f o r  e a c h  s t e p  
e v a l u a t e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y .  A s  c a n  b e  s e e n  i n  F i g u r e s  7  a n q  8 ,  
a t  P H M B / s u b u n i t  r a t i o s  b e l o w  0 . 5  t h e  p r i m a r y  d i s s o c i a t i o n  p r o d u c t  i s  a  
m o n o m e r .  A s  t h e  P H M B / s u b u n i t  r a t i o  i n c r e a s e s  a b o v e  0 . 5 ,  d i m e r s  b e c o m e  
t h e  m a j o r  d i s s o c i a t i o n  p r o d u c t .  T h u s ,  i t  a p p e a r s  t h a t  r e a c t i o n  o f  T .  
d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n  w i t h  P H M B  i n v o l v e s  a n  i n i t i a l  d i s s o c i a t i o n  i n t o  
m o n o m e r s  w h i c h  i s  f o l l o w e d  b y  d i m e r i z a t i o n .  I t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e  d i s -
s o c i a t i o n  i s  c a u s e d  b y  t h e  r a p i d  modificatio~ o f  ' c y s t e i n e  5 0  a n d  t h e  
dimeri~ation i s  c a u s e d  b y  t h e  s l o w e r  r e a c t i o n  a t  c y s t e i n e  9 .  F i g u r e  8  
a l s o  s h o w s  t h a t  o n l y  1 . 5  m o l e s  o f · P H M B  p e r  s u b u n i t  a r e  n e c e s s a r y  f o r  
d i m e r i z a t i o n  ( e . g .  a t  1  m o l e  P H M B  p e r  m o l e _  s u b u n i t  i f  0 . 7 5  m o l e s  P H M B  
h a v e  r e a c t e d  a t  c y s t e i n e  5 0  t o  p r o d u c e  7 5 % .  d i s s o c i a t i o n ,  t h e n  t h e  0 . 2 5  
m o l e s  w h i c h  r e a c t e d  a t  c y s t e i n e  9  w e r e  s u f f i c i e n t  t o  p r o d u c e  0 . 5  m o l e s  
o f  d i m e r ) .  
T o  g e t - a  c l e a r e r  p i c t u r e  o f  t h e  r e a c t i o n s  o c c u r r i n g  a t  e a c h  s u l f -
h y d r y l  g r o u p ,  a n  a d d i t i o n a l  e x p e r i m e n t  w a s  p e r f o r m e d  i n  w h i c h  t h e  p r o -
t e i n  w a s  r e a c t e d  f o r  a  s h o r t  p e r i o d  o f  t i m e  w i t h  N E M  f o l l o w e d  b y  a  
b r i e f  r e a c t i o n  w i t h  P H M B .  D i s s o c i a t i o n  product~ w e r e  a n a l y z e d  a f t e r  
e a c h  r e a c t _ i o n  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y .  F i g u r e  9 - A .  s h o w s  t h a t  i n  .t~e 
s h o r t  i n c u b a t i o n  w i t h ' N E M ,  n o  d i s s o c i a t i o n  h a d  o c c u r r e d .  ~he f o l l o w i n g  
t w o  h o u r  i n c u b a t i o n  w i t h  P H M B  produc~d·only d i m e r s  ( F i g u r e  9 - B ) .  H o w -
e v e r ,  a  two-h~ur r e a c t i o n  o f  T .  d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n  w i t h  P H M B  a l o n e  
w o u l d  h a v e  p r o d u c e d  m a i n l y  m o n o m e r s  d u e  t o  t h e  m o r e  r a p i d  r e a c t i o n  o f  
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C f )  
8 0  
6 0  
4 0  
2 0  
~· 
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0 . 5  
-. . . . .  
, ,  .  
' ' -
, ,  
1 . 0  
1 . 5  
m o l e s  P H M B / m o l e  s u b u n i t  
''~ 
F i g u r e  8 .  · S u b u n i t . d i s t r i b u t i o n  o f . ! ' . ·  d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n  
t r e a t e d  w i t h  v a r y i n g  a m o u n t s  o f  P H M B .  B a s e d  o n  q u a n t i t i e s  o f  
o c t a m e r ,  .  o  ;  ·  d i m e r , '  •  ;  a n d  m o n o m e r ,  •  ;  o b s e r v e d  i n  F i g u r e  7 .  
2 0  
-E  
c  
C D  
C \ I  
r t )  
-
< t  
L O  
0 . 8  
o . s  
0 . 4  
0 . 2  
ODr---~-------J.....----------i...:::=:~ 
0 . 6  
0 . 4  
0 . 2 '  
1 2  
'  
2 2  
'  
' 3 2  
V o l u m e  ( m l )  
F i g u r e  9 .  S e p h a d e x  G - 1 0 0  c h r o m a t o g r a p h y  o f  T .  d y s c r i t u m  h e m e r y -
t h r i n  a f t e r  e x p o s u r e  t o  N E M  a n d  P H M B .  U p p e r :  P r o t e i n  i n c u b a t e d  
3 . 5  h r  w i t h  1 0  m o l e s  N E M  p e r  m o l e  s u b u n i t .  L o w e r :  P r o t e i n  
r e a c · t e d  w i t h  N E M  a s  : i n  A ,  d i a l y z e d  t o  r e m o v e  u n r e a c t e d  N E M ,  a n d  
t h e n  i n c u b a t e d  2  h r  w i t h  2  m o l e s  P H M B  p e r  m o l e  s u b u n i t .  A r r o w s  
i n d i c a t e  e l u t i o n  v o l u m e s  o f  o c t a m e r s  ( l e f t ) ,  d i m e r s  ( m i d d l e )  a n d  
.  m o n o m e r s  ( r i g h t ) .  ·  
2 1  
2 2  
N E M  p r i o r  t o  P H M B  g r e a t l y  i n c r e a s e s  d i m e r  p r o d u c t i o n  i n d i c a t e s  t h a t  N E M  
r e a c t s  r a p i d l y  w i t h . c y s t e i n e  9 ,  w h i l e  P H M B  r e a c t s  r a p i d l y  w i t h  c y s t e i n e  
5 0 .  
D I S C U S S I O N  
I D E N T I F I C A T I O N  O F  T H E  M E R C U R I C  I O D I D E  B I N D I N G .  S I T E S  
.  
P u b l i c  a t t e n t i o n  h a s  r e c e n t l y  b e e n  f o c u s e d  o n  m e r c u r y  p o i s o n i n g  
b e c a u s e  o f  t h e  w i d e l y  p u b l i c i z e d  d i s a s t e r  a t  M i n i m a t a  B a y ,  J a p a n .  H e a v y  
m e t a l s  s u c h  a s  m e r c u r y  t~nd t o  b e  t r a n s p o r t e d  i n  o r g a n i s m s  b y  b l o o d  
p l a s m a  p r o t e i n s .  M e r c u r y  i s  s e q u e s t e r e d  i n  m a n y  t i s s u e s ,  b u t  e s p e c i a l l y  
i n  t h e  k i d n e y  w h e r e  i t  i s  b o u n d  t o  t h e  s o l u b l e  p r o t e i n ,  m e t a l l o t h i o n e i n .  
I n  o r d e r  t o ·  u n d e r s t a n d  t h e  n a t u r e  o f  h e a v y - m e t a l  p r o t e i n  i n t e r -
a c t i o n s  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  i d e n t i f y  m e t a l l o p r o t e i n  l i g a n d s .  H o w e v e r ,  
t h e  t a s k  o f  l i g a n d  · i d e n t i f i c a t i o n  i s  v e r y  d i f f i c u l t  s i n c e  m o s t  m e t a l  
i o n s  a r e  b o u n d  t h r o u g h  s e v e r a l  p r o t e i n  l i g a n d s  i n  a  s p e c i f i c  th~ee-
d i m e n s i o n a l  a r r a n g e m e n t ,  t h e  i n t e r a c t i o n  d e p e n d i n g  c r i t i c a l l y  o n  t h e  
correc~ p r o t e i n  c o n f o r m a t i o n .  I d e n t i f i c a t i o n  o f  l i g a n d s  b y  c h e m i c a l  
a n a l y s i s  i s  o f t e n  c o m p l i c a t e d  b y  c o n c o m i t a n t  d e n a t u r a t i o n  o r  d e g r a d a -
t i o n  o f  t h e  p r o t e i n .  A n  i m p o r t a n t  s o u r c e  o f  d a t a  o n  i n t a c t  p r o . t e i n  i s  
f r o m  x - r a y  a n a l y s i s ,  w h e r e  p r o t e i n  c r y s t a l l o g r a p h e r s  h a v e  l o n g  t a k e n  
a d v a n t a g e  o f  h e a v y - m e t a l  i o n s  t o  l a b e l  p r o t e i n s  f o r  u s e  i n  t h e  m e t h o d  
o f  i s o m o r p h o u s  replaceme~t ( 1 5 ) .  H o w e v e r ,  x - r a y  d i f f r a c t i o n  m a p . s  s h o w  
t h e  h e a v y  m e t a l ' s  p o s i t i o n  i n  t h e  p r o t e i n  m o r e  p r e c i s e l y  t h a n  t h a t  o f  
t h e  p r o t e i n  l i g a n d s  a n d  J . t  i s  o f t e n  d i f f i c u l t  t o  f i x  t h e  p r e c i s e  o r i e n -
t a t i o n  o f  t h e  l i g a n d i n g  s i d e  c h a i n s  o r  t h e  g e o m e t r y  o f  t h e  m e t a l ,  a s  
p r o t e i n  m a p s  a r e  n o t  u s u a l l y  a t  a t o m i c  r e s o l u t i o n .  T h e  t a s k  o f _  m e t a l  
l i g a n d  i d e n t i f i c a t i o n  i s  f a c i l i t a t e d  b y  c o m b i n i n g  d a t a  f r o m  b o t h  s o u r c e s ,  
x - r . a y  a n a l y s i s  a n d  c h e m i c a l  s t u d i e s .  
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d e p e n d s  u p o n  t h e  i d e n t i t y  a n d  s u r r o u n d i n g  e n v i r o n m e n t  o f  t h e  l i g a n d s .  
I n  t h e  c o n t i n u u m  o f  p o s s i b l e  m e r c u r i c  i o n  l i g a n d s ,  f r o m  t h o s e  p r e f e r -
r i n g  d i g o n a l  · t o  t h o s e  p r e f e r r i n g  t e t r a h e d r a l ,  s u l f u r  a n d  i o d i d e  o c c u p y  
a  t~ansitional p o s i t i o n  ( 1 8 ) .  T h u s ,  m e r c u r i c  c o m p l e x e s  w i t h  m i x e d  
i o d i d e  a n d  s u l f u r  l i g a n d s  c o u l d  b e  e i t h e r  t e t r a h e d r a l  o r  d i g o n a l .  
S i n c e  t h e  a c t u a l  r e a c t i v e  s p e c i e s  o f  merc~ric h a l i d e  d e p e n d s  o n  
t h e  e n v i r o n m e n t , .  t h e  m i c r o e n v i r o n m e n t  a r o u n d  t h e  p r o t e i n  t h i o l  g r o u p  i s  
t h e  d e c i d i n g  f a c t o r  i n  d e t e r m i n i n g  t h e  c o o r d i n a t i o n  o f  t h e  t h i o l -
m e r c t i r i c  i o d i d e  c~mplex. D i s s o c i a t i o n  o f  H g 1 4
2
- t o  H g I
2  
+  2 1 - i s  
f a v o r e d  a s  t h e  p o + a r i t y  o f  t h e  m e d i u m  d e c r e a s e s  ( 1 7 ) .  T h e r e f o r e ,  t h e  
n e u t r a l  H g I
2  
w o u l d  b e  t h e  r e a c t i v e  s p e c i e s  i n  a  h y d r o p h o b i c  e n v i r o n m e n t ,  
w h e r e a s  H g r
4
2
- w o u l d  b e  t h e  r e a c t i v e  s p e c i e s  i n  a  h y d r o p h i l i c  e n v i r o n -
m e n t .  
M e r c u r i c  i o d i d e  c o m p l e x e s  r e a c t  c o v a l e n t l y  w i t h  t h i o l s  b y  d i s p l a c e -
m e n t  o f  i o d i d e  i o n s  ( 1 5 ) .  · T h e  H g I
2  
s p e c i e s  i s  l i k e l y  t o  b e  t h e  o n e  
w h i c h  r e a c t s .  w i t h  c y s t e i n e  5 0  i n  h e m e r y t h r i n ,  s i n c e  t h e  c r y s t a l l o g r a p h y  
h a s  s h o w n  t h a t  c y s t e i n e  5 0  i s  b u r i e d  i n  a n  i n t e r f a c e  b e t w e e n  t w o  s u b -
u n i t s  a n d  o u r  w o r k  h a s  s h o w n  t h a t  i t  i s  m o r e  a c c e s s i b l e  t o  h y d r o p h o b i c  
s u l f h y d r y l  r e a g e n t s  t h a n  h y d r o p h i l i c  o n e s .  T h e  r e a c t i o n  o f  c y s t e i n e  5 0  
w i t h  H g I
2  
w o u l d  r e s u l t  i n  a  l i n e a r  s t r u c t u r e ,  a s  p r o p o s e d  i n  F i g u r e  1 0 .  
T h i s  a g r e e s . w i t h  t h e  c r y s t a l l o g r a p h i c  ~tudy w h i c h  i n t e r p r e t s  t h e  h e a v y  
a t o m  b i n d i n g  s i t e  n e a r  r e s i d u e  5 0  a s  a  p r o l a t e  e l l i p s o i d  ( 5 ) .  
2 - .  .  
T h e  H g I
4  
s p e c i e s  i s  l i k e l y  t o  b e  t h e  o n e  w h i c h  r e a c t s  a t  c y s t e i n e  
9 ,  a s  t h e  e l e c t r o n  dens~ty m a p s  s h o w  t h i s  r e g i o n  a s  a  p o l a r  a r e a  o f  t h e  
m o l e c u l e .  T h e  m e r c u r y  o b s e r v e d  b y  c r y s t a l l o g r a p h y  appea~ed t o  b e  
b r i d g i n g  t w o  c y s t e i n e  9 ' s  f r o m  a d j a c e n t  sub~nits ac~oss t h e  t w o f o l d  
a x i s  t h r o u g h  t h e  . c o r n e r s  o f  t h e  m o l e c u l e .  T h e  s h a p e  g e n e r a t e d  b y  t h e  
' "  
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m e r c u r y  w a s  d e s c r i b e d  a s  a n  o b l a t e  e l i p s o i d  ( 5 ) .  T h e  g e o m e t r y  b e s t  
f i t t i n g  t h i s  s h a p e  i s  a  f o u r  c o o r d i n a t e ,  t e t r a h e d r a l  m e r c u r y . c o m p l e x  
( F i g u r e  1 0 )  • ·  T h e  t e t r a h e d r a l  a s s i g n m e n t  f o r  m e r c u r y  b~mnd. t o  c y s t e i n e  
9  i s  s u p p o r t e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  a n ·  a b s o r p t i o n  m a x i m u m  a t  2 8 4  n m  
( T a b l e  1 )  i n d i c a t i v e  o f  t w o  a d d i t i o n a l  h a l o g e n  i o n s  c o o r d i n a t e d  t o  t h e  
m e r c u r y .  
t~ . .  - - - · l \  
.  /  :  
'  9 (  
' , '  
. . .  
, ,  
H r  F t r  
--·--···~, 
H r - s - { H g - 1 , J  
. . . . _  _ _ _ _  _ _  
c y s t e i n e  . 5 0  
c y s t e i n e  9  
F i g u r e  1 0 .  '  P r o p o s e d  m e r c u r y  b i n d i n g  s i t e s  i n  . ! ·  d y s c r i t u m  h e m e -
r y t h r i n  ( H r ) .  D o t t e d  l i n e s  s h o w  a t o m s  r e s p o n s i b l e  f o r  o b s e r v e d  
e l l i p s o i d s ;  p r o l a t e  a t  ~ysteine 5 0  a n d  o b l a t e  a t  c y s t e i n e  9 .  
C o m p l e x e s  i n  w h i c h  t w o  s u l f u r s  a r e  b r i d g e d  b y  mercu~y h a v e  r e c e n t l y  
b e e n  o b t a i n e d  b y  r e a c t i n g  H g C 1
2  
w i t h  c y s t e i n e  ( 1 3 ) .  A l t h o u g h  t h e  l i n e a r  
H g ( c y s t e i n e )
2  
c o m p l e x  i s  m o r e  s t a b l e ,  a  t e t r a h e d r a l  H g ( c y s t e i n e ) C l
2  
c o m -
p l e x  w a s  a l s o  c r y s t a l l i z e d  a n d  c h a r a c t e r i z e d .  O u r  i n t e r p r e t a t i o n  i s  
t h a t  t h e  m e r c u r y  w h i c h  b r i d g e s  t h e  c y s t e i n e  9  s u l f u r s  i n  T .  d y s c r i t u m  
h e m e r y t h r i n  i s  m o r e  l i k e l y  t o  b e  . t e t r a h e d r a l  t h a n  l i n e a r  b e c a u s e  i o d i d e s  
f o r m  t e t r a h e d r a l  m e r c u r y  c o m p l e x e · s  m o r e  r e a d i l y  t h a n  c h l o r i d e s  ( 1 8 ) .  
S i n c e  t h e  c y s t e i n e  9  r e s i d u e s  o n  a d j a c e n t  s u b u n i t s  a r e  c l o s e  e n o u g h  
t o  b e  c r o s s - l i n k e d  b y  m e r c u r y ,  o n e  m i g h t  e x p e c t  t h e m  t o  h a v e  f o r m e d  a  
d i s u l f i d e  b o n d  i n  t h e  n a t i v e  protein~ H o w e v e r ,  ' t h e r e  i s  n o  e v i d e n c e  
f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  a  d i s u l f i d e  b o n d .  C y s t e i 1 i ' e  9  r e a c t s  r e a d i l y  w i t h  
m e r c u r i c  i o d i d e  a n d  o t h e r  s u l f h y d r y l . r e a g e n t s ,  w h e r e a s  cys~eines i n -
v o l v e d  i n  d i s u l f i d e  b o n d s  m u s t  b e  r e d u c e d  b e f o r e  t h e y  w i l l  r e a c t  w i t h  
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s u l f h y d r y l  r e a g e n t s  ( 1 9 ) .  O b s e r v a t i o n  o f  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  c y s t e i n e  
9  r e s i d u e s  i n ·  e l e c t r o n  de~sity m a p s  i n d i c a t e  t h a t ,  t h e  s u l f u r  a t o m s  a r e  
a p p r o x i m a t e l y  4  A  a p a r t  a n d  a r e  p r e v e n t e d  f r o m  c l o s e r  a p p r o a c h  b y  
n e i g h b o r i n g  t y r o s i n e s  a t  p o . s i t i o n  8  w h o s e  p h e n o l a t e  g r o u p s  a r e  b u r i e d  
i n s i d e  t h e  p r o t e i n  • .  T h e  d i s t a n c e  betwee~ th~· s u l f u r  a t o m s  i n  t h e  t e t r a -
h e d r a l  ( c y s t e i n e )
2
H g C 1
2  
c o m p l e x  i s  4 . 6  A  ( 1 3 )  a n d  w o u l d  p r e s u m a b l y  b e  
s i m i l a r  i n  a  t e t r a h e d r a l  i o d i d e  c o m p l e X .  
I D E N T I F I C A T I O N  O F  S U B U N I T  I N T E R A C T I O N S  
M a n y  g l o b u l a r  p r o t e i n s ,  s u c h  a s  ~emerythr~n, o c c u r  a s  s p e c i f i c  
a g g r e g a t e s  o f  n o n c o v a l e n t l y  b o u n d  s u b u n i t s  • .  T w o .  o f  t h e  m a j o r  r e a s o n s  
s o l u b l e  p r o t e i n s  a g g r e g a t e  a r e :  t o  p r o m o t e  a l l o s t e r i c  i n t e r a c t i o n s  
a n d  t o  r e d u c e  t h e  c e l l u l a r  o s m o t i c  p r e s s u r e .  S i n c e  h e m e r y t h r i n  c o m -
p r i s e s  o v e r  9 0 %  o f  . t h e  s o l u b l e  p r o t e i n  c o n t a i n e d  i n  s i p u n c u l i d  b l o o d  
c e l l s  a n d  s i n c e  h e m e r y t h r i n  s u b u n i t s  d o  n o t  s h o w  c o o p e r a t i v i t y  u p o n  
o x y g e n  b i n d i n g  ( 2 0 ) ,  t h e  p u r p o s e  o f  a g g r e g a t i o n  i s  p r o b a b l y  t o  r e d u c e  
t h e  · e f f e c t i v e  p _ r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n .  
N o n c o v a l e n t  b o n d i n g  : i s  w i d e l y  u s e d  b y  b i o l o g i c a l  m a c r o m o l e c u l e s  
t o  m a i n t a i n  se~ondary, t e r t i a r y ,  a n d  q u a t e r n a r y  s t r u c t u r e .  S i n c e  n o n -
c o v a l e n t  i n t e r a c t i o n s  ( e . g .  h y d r o p h o b i c ,  e l e c t r o s t a t i c ,  a n d  h y d r o g e n .  
b o n d i n g )  a r e  i m p o r t a n t  i n  t h r e e  d i f f e r e n t  l e v e l s  o f  p r o t e i n  s t r u c t u r e ,  
t h e  t a s k  o f  i d e n t i f y i n g  t h e  s p e c i f i c  a m i n o  a c i d  i n t e r a c t i o n s  r e s p o n s i b l e  
f o r  t h e  stabilizat~on o f  a n y  o n e  l e v e l  i s  d i f f i c u l t .  H o w e v e r ,  t h e  
i d e n t i f i c a t i o n  o f  a m i n o  ~cids s p e c i f i c a l l y  r e s p o n s i b l e  f o r  s u b u n i t  
b i n d i n g  i s  p o s s i b l e  b e c a u s e  t h e s e  a m i n o  a c i d s  a r e  o f  t e n  s u s c e p t i b l e  t o  
c h e m i c a l  m o d i f i c a t i o n  a n d  t h e  r e s u l t i n g  s u b u n i t s  g e n e r a l l y  r e t a i n  b i o -
l o g i c a l  a c t . i v i t y .  M o r e o v e r , _  w h e n  s t r u c t u r a l  d a t a  i s  a v a i l a b l e  f r o m  
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x - r a y  a n a l y s i s  a n d  c o m b i n e d  w i t h  i n f o r m a t i o n  f r o m  c h e m i c a l  m o d i f i c a t i o n  
s t u d i e s ,  t h e  a m i n o  . a c i d  r e s i d u e s  r e s p o n s i b l e  f o r  q u a t e r n a r y  s t r u c t u r e  
c a n  b e  i d e n t i f i e d  w i t h  s o m e  c e r t a i n t y .  F o r  o u r  i n t e r p r e t a t i o n  o f  s u b -
u n i t  i n t e r a c t i o n s  i n  o c t a m e r i c  h e m e r y t h r i n ,  w e  h a v e  u s e d  a  2 . 8  A  r e s o -
l u t i o n ,  c o m p u t e r - a v e r a g e d  e l e c t r o n  d e n s i t y  m a p  f o r  T .  d y s c r i t u m  h e m e -
r y t h r i n  p r o v i d e d  b y  R o n  S t e n k a m p .  M a n y  o f  o u r  o b s e r v a t i o n s  a r e  a l s o  
a p p l i e d  t o  P .  g o u l d i i  bemerythri~ w h i c h  i s  s i m i l a r  t o  T .  d y s c r i t u m  
h e m e r y t h r i n  b o t h  i n  a m i n o  a c i d  s~quence ( F i g u r e  1 3 )  a n d  i n  s e c o n d a r y ,  
t e r t i a r y ,  a n d  q u a t e r n a r y · s t r u c t u r e  ( 2 ) .  
I n  g e n e r a l ,  p r o t e i n  s u b u n i t s  a r e  a r r a n g e d  s o  a s  t o  m a x i m i z e  t h e · : ' .  
n u m b e r  o f  s u b u n i t  c o n t a c t  p o i n t s  ( 2 1 ) .  T h e  h e m e r y t h r i n  o c t a m e r  a p p e a r s  
t o  h a v e  a  s y m m e t r y  i n t e r m e d i a t e  b e t w e e n  c u b i c  ( 1 2  c o n t a c t  p o i n t s )  a n d  
s q u a r e  a n t i p r i s m  ( 1 6  c o n t a c t  p o i n t s ) .  H o w e v e r ,  o n e  k i n d  o f  c o n t a c t  
. .  
p r e d o m i n a t e s  i n  t h e  m a i n t e n a n c e  o f  t h e  o c t a m e r i c  e n s e m b l e ,  g i v i n g  4  -
s t r o n g  s u b u n i t  ~nteractions. A  s e c o n d  c o n t a c t  p o i n t  r e s u l t s  i n  8  w e a k e r  
i n t e r a c t i o n s ,  t h u s ,  j u d g i n g  b y  t h e  c r i t e r i o n  o f  t h e  n u m b e r  o f  i n t e r a c -
.  .  
t i o n s ,  t h e  s t a b i l i t y  o f  o c t a m e r i c  h e m e r y t h r i n  i s  p r o b a b l y  c l o s e r  t o  
t h a t  o f  a  c u b i c  s t r u c t u r e .  
T h e  m a j o r  c o n t a c t  i s  a  t r a n s  i n t e r a c t i o . n  b e t w e e n  s u b u n i t s  i n  d i f -
f e r e n t  p l a n e s ,  s u b u n i t s  r e l a t e d  b y  a  two~old a x i s  t h r o u g h  t h e  c o r n e r s  
o f  t h e  m o l e c u l e  ( F i g u r e s  1 1 .  a n d  ~2). T h e  a m i n o  a c i d s  r e s p o n s i b l e  f o r  
t h i s  i n t e r a c t i o n  a r e  l o c a t e d  o n  t h e  A  a n d  B  h e l i c e s  o f  d i f f e r e n t  s u b -
u n i t s .  I n  t h i s  r e g i o n  o f  t h e  e l e c t r o n  d e n s i t y  m a p  w e  f o u n d  f o u r  p r o b a b l e  
i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  a m i n o  a c i d s  i n  o r  n e a r  t h e  A  h e l i x  o f  o n e  s u b u n i t  
w i t h  a m i n o  a c i d s  . .  i n  t h e  ~ h e l i x  o f  t h e  o t h e r  s u b u n i t s  ( F i g u r e  1 2 )  •  T h e  
i m p o r t a n t  r e s i d u e s  i n  t h e  ~egion o f  t h e  A  h e l i x  a r e  a r g i n i n e  1 5  a n d  
t h r e o n i n e  1 9  ( p r i o r  t o  t h e  A  helix)~ a n d  a s p a r t i c  a c i d  2 3  a n d  l y s i n e  2 6  
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( i n  t h e  A  h e l i x ) .  T h e s e  i n t e r a c t ,  r e s p e c t i v e l y ,  w i t h  a s p a r t i c  a c i d  4 2 ,  
a r g i n i n e  4 9 ,  l y s i n e  5 3 ,  a n d  g l u t a m i c  a c i d  4 6  o n  t h e  B  h e l i x .  T h e  o n l y  
c o - p l a n a r  c i s  int~raction f o r  s u b u n i t s  r e l a t e d  b y  t h e  fourf~ld a x i s ,  
a p p e a r s  t o  b e  a  s i n g l e  h y d r o g e n  b o n d  i n v o l v i n g  t h e  p e p t i d e  b a c k b o n e  
c a r b o n y l  b e t w e e n  r e s i d u e s  6 6  a n d  6 7  i n  t h e  B  t o  C  h e l i x  t u r n  a n d  a r i g i -
n i n e  4 8  o r i  t h e  B  h e l i x  o f  t h e  a d j a c e n t  s u b u n i t  ( F i g u r e  1 1 ) .  
O u r  p r o p o s e d  m o d e l  f o r  s u b u n i t  b i n d i n g  ( F i g u r e  1 2 )  i d e n t i f i e s  
t h r e e  c a r b o x y l  s i d e  c h a i n s  a s  p a r t i c i p a t i n g  i n  s a l t  b r i d g e s  i n  t h e  t r a n s  
i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  s u b u n i t s .  T h e ·  i n v o l v e m e n t  o f  i o n i c  b o n d i n g  i n  
h e m e r y t h r i n  s u b u n i t . i n t e r a c t i o n s  h a s  p r e v i o u s l y  b e e n  i m p l i c a t e d  f r o m  
s t u d i e s  o f  t h e  p H  a n d  i o n i c  s t r e n g t h  d e p e n d e n c e  o f  t h e  d i s s o c i a t i o n  r e -
a c t i o n  ( 2 4 ) .  T h e s e  s t u d i e s  a l s o  i d e n t i f i e d  a  c a r b o x y l  g r o u p  p r o t o n a -
t i o n  a s  b e i n g  r e s p o n s i b l e  f o r  d i s s o c i a t i o n  a t  l o w  p H .  F u r t h e r  e v i d e n c e  
f o r  c a r b o x y l  p a r t i c i p a t i o n  c o m e s  f r o m  s t u d i e s  o n  P .  g o u l d i i  h e m e r y t h r i n  
i n  w h i c h  i t  w a s  s h o w n  t h a t  m o d i f i c a t i o n  o f  c a r b o x y l a t e s  w i t h  g l y c i n e  .  
m e t h y l  e s t e r  c a u s e d  t h e  o c t a m e r  t o  d i s s o c i a t e  ( 2 2 ) .  T y r o s i n e  m o d i f i -
c a t i o n  w i t h  t e t r a n i t r o m e t h a n e  h a s  i m p l i c a t e d  t y r o s i n e  6 7  i n  s u b u n i t  i n -
t e r a c t i o n s  ( 2 3 ) .  I n  o u r  m o d e l  t h e  c a r b o n y l  g r o u p  p r e c e d i n g  r e s i d u e  6 7  
a p p e a r s  t o  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  c i s  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  s u b u n i t s .  
A n  a d d i t i o n a l  s u b s t a n t i a t i o n  o f  t h e  p r o p o s e d  m o d e l  . c o m e s  f r o m  c o m -
p a r i n g  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  o f  t h e  t w o  o c t a m e r i c  h e m e r y t h r i n s  a n d  m o n o -
m e ! i c  m y o h e m e r y t h r i n  (fro~ T h e m i s t e  p y r o i d e s )  ( F i g u r e  1 3 ) .  O f  t h e  f i v e  
r e s i d u e  p a i r s  i m p o r t a n t  i n  s u b u n i t  i n t e r a c t i o n s ,  a l l  o f  t h e  a m i n o  a c i d  
f u n c t i o n a l  g r o u p s  a r e  con~erved i n  t h e  o c t a m e r i c  h e m e r y t h r i n s ,  b u t  o n l y  
o n e  o f  t h e  p a i r s  i s  c o n s e r v e d  i n  m o n o m e r i c  h e m e r y t h r i n .  
A -
F i g u r e  1 1 · .  D i a g r a m  o f  c i s  a n d  t r a n s  s u b u n i t  i n t e r a c t i o n  s i t e s .  
F i g u r e  c o n t a i n s  1  o f  t h e  4  s u b u n i t s  i n  t h e  u p p e r  l a y e r  ( b o l d  
f a c e ) ,  a n d  2  o f  t h e  4  s u b u n i t s  i n  t h e  l o w e r  l a y e r  ( l i g h t  f a c e )  
o f  t h e  h e m e r y t h r i n  o c t a m e r  d e p i c t e d  i n  F i g u r e  1 .  I n  o n e  s u b -
u n i t  t h e  f o u r  « - h e l i c a l  r e g i o n s  a r e  i d e n t i f i e d  a s  h e l i c e s  A ,  B ,  
C ,  a n d  D .  A r r o w s  ' i n d i c a t e  d i r e c t i o n  o f  p o l y p e p t i d e  c h a i n  f r o m  
N H 2 - t e r m i n a l  t o w a r d s  C O C H - t e r m i n a l .  O n e  c i s  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  
a r g i n i n e  4 8  a n d  p e p t i d e  c a r b o n y l  6 7  i s  s h o w n  f o r  t h e  2  s u b u n i t s  
i n . t h e  l o w e r  l a y e r  ( l i g h t  f a c e ) .  T w o  t r a n s  i n t e r a c t i o n s  a r e  
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s h o w n  b e t w e e n  a  s u b u n i t  i n  t h e  u p p e r  l a y e r  a n d  a  s u b u n i t  i n  t h e _  
l o w e r  l a y e r  ( a t  t h e ·  b o t t o m  o f  t h e  d i a g r a m ) .  T h e  a m i n o  a c i d  r e s i - .  
d u e s  r e s p o n s i b l e  f o r ·  t h e  i n t e r a c t i o n  a r e  i n d i c a t e d  b y  ( 0 )  f o r  
t h o s e  e x t e n d i n g  d o w n :  f r o m  t h e  u p p e r  s u b u n i t  a n d  ( • )  f o r  t h o s e  
e x t e n d i n g  u p w a r d ·  f r o m  t h e  l o w e r  s u b u n i t .  T h e  l a t t e r  r e s i d u e s  a r e  
d e p i c t e d  i n  g r e a t e r  d e t a i l  o n  t h e  s u b u n i t  a t  t h e  t o p  o f  t h e  d i a g r a m .  
C y s t e i n e  5 0  h a s  l o n g . b e e n  i m p l i c a t e d  a s  b e i n g  l o c a t e d  i n  a  subuni~-
s u b u n i t  i n t e r f a c e  i n  P  • .  g o u l d i i  h e m e r y t h t i n ,  t h e  p r o t e i n  w h i c h  c o n t a i n s  
. . .  
"  
-A . . . , _  
F i g u r e  1 2 .  I d e n t i f i c a t i o n ·  o f  r e s i d u e s  r e s p o n s i b l e  f o r  t r a n s  
i n t e r a c t i o n .  E n l a r g e m e n t  o f  t h e  r i g h t - h a n d  t r a n s  r e g i o n  s h o w n  
i n .  F i g u r e  1 1 .  T h e  d i a g r a m  s h o w s  t h e  f o l l o w i n g  i n t e r a c t i o n s :  
( 0 )  B  h e l i x  ( • )  n e a r  o r  i n  t h e  
o f  u p p e r  s u b u n i t  A  h e l i x  o f  l o w e r  s u b u n i t  
a s p a r t a t e  4 2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - a r g i n i n e  1 5  
g l u t a m a t e  46----------~-----------------lysine 2 6  
a r g i n i n e  4 9 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - t h r e o n i n e  1 9  
l y s i n e  5 3 . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - a s p a r t a t e  2 3  
T h e  p o s i t i o n  o f  c y s t e i n e  5 0  i n  t h e  B  h e l i x  o f  t h e  u p p e r  s u b -
u n i t  i s  a l s o  i n d i c a t e d .  
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o n l y  o n e  c y s t e i n e  residue~ W h e n  t h i s  h e m e r y t h r i n  i s  t r e a t e d  w i t h  s u l f -
h y d r y l  r e a g e n t s  s u c h  a s  P H M B ,  N E M ,  o r  s a l y r g a n i c  a c i d ,  t h e r e  i s  a  l i n e a r  
r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  p e r c e n t a g e  o f  t h i o i  g r o u p s  t i t r a t e d  a n d  t h e  
' ,  
p e r c e n t a g e  d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  m a c r o m o l e c u l e ,  c o m p l e t e  d i s s o c i a t i o n  
b e i n g  a c h i e v e d  a t  t h e  s t o i c h i o m e t r i c  e q u i v a l e n c e  p o i n t  ( 3 ) .  M o d i f i c a -
t i o n  o f  c y s t e i n e s  i n  t h e  o c t a m e r i c  p r o t e i n  i s  d i r e c t l y  r e s p o n s i b l e  f o r  
d i s s o c i a t i o n  ( 1 4 ) .  F r o m  t h e  e l e c t r o n  d e n s i t y  m a p s  f o r  T .  d y s c r i t u m  
h e m e r y t h r i n  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  c y s t e i n e  a t  r e s i d u e  5 0  i s  l o c a t e d  
.  '  .  
N 
('I") 
MYOHEMERYTHRIN (!. pyroides) 
COELOK1C HEMERYTHRIN·(!• dyscritum) 
COELOMIC HEMERYTHR.IN (f,. gouldii) 
25 
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Figure 13. ·Comparison of amino acid sequences. Sequen~e information for T. pyroides myohemery-
thrin from reference 22b; for T. dyscritum hemerythrin from reference]_, and for !_. gouldii 
hemerythrin from reference 22c. Black dots denote residues involved in subunit interactions in 
the octameric form. 
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i n  c l o s e  p r o x i m i t y  t o  b o t h  t h e  c i s  a n d  t r a n s  c o n t a c t  r e g i o n s  ( F i g u r e s  
1 1  a n d  1 2 ) .  · T h u s ,  i t  i s  l o g i c a l  t h a t  t h e  i n t r o d u c t i o n  of~ b u l k y  r e a -
g e n t  o n  c y s t e i n e  S b  w o u l d  d i s r u p t  t h e  s a l t  b r i d g e s  a n d  h y d r o g e n  b o n d s  
h o l d i n g  t h e  s u b u n i t s  t o g e t h e r .  ·  
M o d i f i c a t i o n  o f  t h e  s i n g l e  c y s t e i n e  i n  P .  g o u l d i i  h e m e r y t h r i n  
c a u s e d  c o m p l e t e  d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  o c t a m e r  i n t o  m o n o m e r s  w i t h  n o  i n -
t e r m e d i a t e  dissoc~ation p r o d u c t s  ( 3 ) .  T h i s  f i n d i n g  i s  al~o w e l l  e x -
p l a i n e d  b y  a d j a c e n t  s u b u n i t s  h a v i n g  o n l y  o n e  r e g i o n  o f  s t r o n g  s u b u n i t  
i n t e r a c t i o n s .  t f  t h e  s u b u n i t s  i n  t h e  o c t a m e r i c  e n s e m b l e  w e r e  m a i n t a i n e d  
b y  m o r e  t h a n  a  s i n g l e  m a j o r  c o n t a c t  p o i n t ,  o n e  w o u l d  e x p e c t  t o  s e e  d i s -
s o c i a t i o n  p r o d u c t s  i n t e r m e d i a t e - b e t w e e n  o c t a m e r s  a n d  m o n o m e r s .  F o r  e x -
a m p l e ,  s t r o n g  c i s  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  s u b u n i t s  i n  t h e  s a m e  p l a n e  w o u l d  
h a v e  r e s u l t e d  i n  t h e  a p p e a r a n c e . o f  tetrame~s u p o n  d i s r u p t i o n  o f  t h e  
t r a n s  i n t e r a c t i o n s  b y  r e a c t i o n  a t  c y s t e i n e  5 0 .  
CHEMIC~ M O D I F I C A T I O N  O F  C Y S T E I N E  S U L F U R S  
A t  t h e ·  h e a r t  · o f  · t h i s ·  s t u d y  l i e s  t h e  i n f o r m a t i o n  d e r i v e d  f r o m  o u r  
c h e m i c a l  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  t w o  c y s t e i n e  s u l f u r s  i n  T .  d y s c r i t u m  h e m e -
r y t h r i n .  T h e  c o m p a r i s o n  o f  c y s t e i n e  5 0  w i t h  c y s t e i n e  9  w a s  p o s s i b l e  
b e c a u s e  o f  a c c e s s  t o  P .  g o u l d i i  h e m e r y t h r i n  w h i c h  i s  v e r y  s i m i l a r  i n  
s t r u c t u r e  t o  T .  d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n  e x c e p t - t h a t  · i t  h a s  o n l y  a  s i n g l e  
c y s t e i n e  a t  p o s i t i o n  5 0 .  T h u s ,  t h e  r e s p o n s i b i l i t y  f o r  d i s s o c i a t i o n  b e -
h a v i o r  c o m m o n  t o  b o t h  he~erythrins c o u l d  b e  a t t r i b u t e d  t o  m o d i f i c a t i o n  
o f  r e s i d u e  5 0 , w h e r e a s  u n u s u a l  a s s o c i a t i o n  b e h a v i o r  o f  T .  d y s c r i t u m  h e m e - .  
r y t h r i n  s u b u n i t s ·  c o u l d  b~ a t t r i b u t e d  t o  mo4i~i~a~ion o~ i t s  c y s t e i n e  9 .  
T h e  s u l f h y d r y l - s p e c i f i c  r e a g e n t s  c h o s e n  f o r  t h i s  s t u d y  w e r e  PHMB~ 
N E M ,  a n d  m e r c u r i c  i o d i d e .  P H M B  i s  a  m e r c u r y - c o n t a i n i n g ,  t h i o l - s p e c i f i c  
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r e a g e n t  w h i c h  i s  h y d r o p h o b i c  i n  c h a r a c t e r ,  w h i l e  N E M  i s  a n  o r g a n i c ,  
thiol~specific r e a g e n t  w h i c h  i s  h y d r o p h i l i c  ( 2 7 ) .  A s  w a s  d i s c u s s e d  
e a r l i e r ,  t h e  h y d r o p h o b i c i t y  o f  m e r c u r i c  i o d i d e  i s  a  f u n c t i o n  o f  i t s  
c o o r d i n a t i o n  n u m b e r :  
H g I
2  
i s  h y d r o p h o b i c  w h e r e a s · H g I
3  
2 -
a n d  H g I
4  
a r e  
h y d r o p h i l i c .  C h a r a c t e r i s t i c . r e a c t i o n s  o f  N E M  a n d  P H M B  w i t h  p r o t e i n  
t h i o l  g r o u p s  a r e :  
H . c - - - c f  
R - S H  - t :  . J  1 ' 9 E t  
. . . . .  - ' - r . o  
N E M  
·~-~ ~R~ 
.  +~t ~~t 
H  
R-SH+H~ ; : >  ~ + t f i >  
P H M 8  
T h e  r e l a t i v e  r e a c t i o n  r a t e s  p f  t h e  t h i o l  g r o u p s  i n  h e m e r y t h r i n  
w i t h  P H M B  a r i d  N E M  w e r e  i n v e s t i g a t e d  i n  o r d e r  t o  g a i n  i n f o r m a t i o n  a b o u t  
t h e  h y d r o p h o b i c i t y  o f  t h e  m i c r o e n v i r o n m e : n t s  a b o u t  t h e  c y s t e i n e s .  F o r  
N E M ,  t h e  e x t e n t  o f  o c t a m e r  d i s s o c i a t i o n  a n d  s u b u n i t  r e a s s o c i a t i o n  w a s  
u s e d  a s  t h e  s o l e  m e a s u r e  o f  r e l a t i v e  r e a c t i o n  r a t e s ,  a s  . t h e  r e a c t i o n  
i s  d i f f i c u l t  t o  f o l l o w  d i r e c t l y .  F o r  m e r c u r i c  i o d i d e ,  s p e c t r o p h o t o -
m e t r i c  t i t r a t i o n  w a s  t h e  o n l y  s o u r c e  o f  r e l a t i v e  r a t e  i n f o r m a t i o n ,  a s  
.  .  
d i s s o c i a t i o n  i s  n e g l i g i b l e . · :  F o r  P H M B ,  b o t h  m e t h o d s  w e r e  u s e d  t o  e s t i -
m a t e  t h e  r e l a t i v e  r a t e s  o f  r e a c t i o n  o f  d i f f e r e n t  c y s t e i n e  r e s i d u e s .  
F i g u r e  1 4  o u t l i n e s  t h e  h e m e r y t h r i n  m o d i f i c a t i o n  r e a c t i o n s  u s . e d  
t o  c o m p a r e  t h e  e n v i r o n m e n t  o f - c y s t e i n e  5 0  w i t h  t h a t  o f  c y s t e i n e  9 .  
P . g .  
T . d .  
P . g .  
T . d .  
T . t / .  
t - 5 0  
P H M B  
) I r  
( f a s t )  
L 5 :  
P H M B  
( f a s t )  
) I r  
t - 5 0  N E M  
( s l o w )  , .  
[
5 0  N E M  . . , .  r 5 0  N E M  
g  ( f a s t )  L .  ( s l o w )  
. . .  5 0 .  
[_~ P H M B  ~ 
9  ( s l o w ) , . .  •  
t-5~ 
r5~ ~~ 
. . . _  L - ' V W " Y  f a s ! J  ~ 
c : °  N E M  ·~0 P H M B  ~ ~ 





o c t a m e r  
o c t a m e r  
m o n o m e r  
d l m •  
3 5  
F i g u r e  1 4 .  R e a c t i o n  s c h e m e  f o r  t h e  m o d i f i c a t i o n  o f  h e m e r y t h r i n s  
b y  P H M B  a n d  N E M .  T h e  n u m b e r s  r e f e r  t o  · t h e  r e a c t i v e  c y s t e i n e  r e s i -
d u e s  i n  t h e  h e m e r y t h r i n s  f r o m  P .  g o u l d i i  ( P  •  . s , . )  a n d  T .  d y s c r i t U I J i  
( T . d . ) .  T h e  r e l a t i v e  r a t e s  a r e  l i s t e d  b e l o w  e a c h  r e a c t i o n .  T h e  
m o d i f i c a t i o n  o f  a  cystein~ r~sidue i s  i n d i c a t e d  b y  ( . ) .  
A s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  p r e v i o u s l y  ( 3 ) ,  f o r  P .  g o u l d i i  h e m e r y t h r i n  m o n o m e r s  
a r e  t h e  s o l e  d i s s o c i a t i o n  p r o d u c t  r e s u l t i n g  f r o m  r e a c t i o n  o f  t h i s  p r o -
t e i n  w i t h  P H M B  o r  N E M .  S i n c e  ! ·  g o u l d i i  h e m e r y t h r i n  h a s  a  s i n g l e  ·  
c y s t e i n e  · a t  r e s i d u e  5 0 ,  t h i s  i d e n t i f i e s  modific~tion o f  t h e  c y s t e i n e  5 0  
s i t e  a s  t~e r e a c t i o n  r e s p o n s i b l e  f o r  d i s s o c i a t i o n .  M o d i f i c a t i o n  o f  
c y s t e i n e  5 0  a l s o  a p p e a r s  t o  · b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  d i s s o c i a t i o n  o f  T~ 
d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n ,  a s  t h e  r a t e  o f  d i s s o c i a t i o n  w i t h  P H M B  i s  s i m i l a r  
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t o  t h a t  o b s e r v e d  f o r  P .  g o u l d i i  h e m e r y t h r i n  ( T a b l e  I I I ) .  I n  b o t h  c a s e s ,  
t h e  r a t e  o f  P H M B - i n d u c e d  d i s s o c i a t i o n  . w a s  f o u n d  t o  b e  s i m i l a r  t o  t h e  
r a t e  o f  H g - S  b o n d  f o r m a t i o n  (t~ <  1  h r )  f o r  a  s i n g l e  h e m e r y t h r i n  
c y s t e i n e  r e s i d u e  ( F i g u r e  3  a n d  r e f e r e n c e  1 4 ) .  
T h e  d i s s o c i a t i o n  o f  T .  d y s c r i t u m  ~emerythrin i s  c o m p l i c a t e d  b y  
t h e  a p p e a r a n c e  o f  a s s o c i a t i o n  p~oducts f o l l o w i n g  d i s s o c i a t i o n . t o  m o n o -
m e r s  ( F i g u r e  8 ) .  H o w e v e r ,  h a v i n g  a s s i g n e d  t h e  c y s t e i n e  S O  m o d i f i c a t i o n  
a s  c a u s i n g  c o m p l e t e  d i s s o c i a t i o n ,  m o d i f i c a t i o n  o f  c y s t e i n e  9  m u s t  b e  
~esponsible f o r  asso~iation p h e n o m e n o n  o b s e r v e d  o n l y  w i t h  T .  d y s c r i t u m  
h e m e r y t h r i n .  
F o r  b o t h  P .  g o u l d i i  a n d  T .  d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n  w e  h a v e  s h o w n  
( T a b l e  I I I ,  F i g u r e  1 4 )  t h a t  t h e  c y s t e i n e  a t  r e s i d u e  . S O  r e a c t s  r a p i d l y  
w i t h  P H M B  a n d  s l o w l y  w i t h  N E M .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  c y s t e i n e  S O  i s  i n  
a  h y d r o p h o b i c  r e g i o n  o f  t h e  m o l e c u l e .  F u r t h e r  s u p p o r t  f o r  t h i s  i n t e r -
p r e t a t i o n  c o m e s  f r o m  t h e  x - r a y  s t r u c t u r e  w h i c h  l o c a t e s  c y s t e i n e  5 0  a s  
b u r i e d  i n  t h e  i n t e r f a c e  r e g i o n  b e t w e e n  t w o  s u b u n i t s .  H o w e v e r ,  s i n c e  
a t  l e a s t  f o u r  o f  t h e  r e s i d u e s  i n  t~e v i c i n i t y  o f  c y s t e i n e  S O  a r e  h y d o -
p h i l i c  i n  n a t u r e  ( a s p a r t i c  a c i d  4 2 ,  g l u t a m i c  a c i d  4 6 ,  a r g i n i n e  4 9 ,  a n d  
l y s i n e  S 3 ) ,  i t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e  p o o r  r e a c t i v i t y  t o w a r d s  N E M  i s  d u e  
t o  m o r e  e x t e r n a l  h y d r o p h o b i c  r e s i d u e s  w h i c h  b l o c k  a c c e s s  t o  t h i s  r e g i o n  
o f  t h e  m o l e c u l e .  
T h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  N E M  d i s s o c i a t e s  T .  d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n  e v e n  
m o r e  s l o w l y  t h a n  P .  g o u l d i i  h e m e r y t h r i n  ( F i g u r e  6 )  c o u l d  b e  d u e  t o  d i f -
f e r e n c e s  i n  a m i n o  a c i d  r e s i d u e s  c o n t r o l l i n g  a c c e s s  t o  c y s t e i n e  5 0 .  Pos~ 
s i b l e  c a n d i d a t e s  a r e  r e s i d u e s  1 2  a n d  3 4  ( F i g u r e  1 3 )  l o c a t e d  o n  t h e  o u t -
· s i d e  s u r f a c e  o f  t h e  m o l e c u l e .  T h e  i s o l e u c i n e  a t  · p o s i t i o n  1 2  a n d  l e u c i n e  
a t  p o s i t i o n  3 4  i n  T .  d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n  a r e  m o r e  h y d r o p h o b i c  t h a n  t h e  
. .  
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p r o l i n e  a t  p o s i t i o n  1 2  a n d  h i s t i d i n e  a t  p o s i t i o n  3 4  i n  P .  g o u l d i i  
h e m e r y t h r i n .  
I n  c o n t r a s t  t o  c y s t e i n e ·  5 0 ,  w e  o b s e r v e d .  t h a t  c y s t e i n e  9  i s  i n  a  
h y d r o p h i l i c  r e g i o n .  P H M B  r e a c t s  s l o w l y  a t  c y s t e i n e  9 ;  w h e r e a s  N E M  
r e a c t s  r a p i d l y  ( F i g u r e  1 4 ) .  T h e  c o n c l u s i o n  t h a t  c y s t e i n e  9  i s  i n  a  
h y d r o p h i l i c  r e g i o n  o f  t h e . m o l e c u l e  i s  s u b s t a n t i a t e d  b y  x - r a y  d i f f r a c -
t i o n  d a t a  w h i c h  s h o w n  c y s t e i n e  9  t o  b e  r e l a t i v e l y  e x p o s e d  t o  t h e  s o l v e n t .  
A l t h o u g h  r e a c t i o n  a t  c y s t e i n e  9  d o e s  n o t  i t s e l f  c a u s e  d i s s o c i a t i o n ,  
i t  a p p a r e n t l y  l e a d s  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f .  d i m e r s  o n c e  t h e  p r o t e i n  h a s  
d i s s o c i a t e d .  T o  i n s u r e  t h a t  t h e ·  d i i n e r s  f o r m e d  w i t h  N E M  a r e  t h e  r e s u l t  
o f  N E M  m o d i f i c a t i o n  o f  c y s t e i n e  9 ,  w e  p e r f o r m e d  t h e  m i x e d  N E M / P H M B  
r e a c t i o n  ( F i g u r e  1 4 ) .  T h e  p r o t e i n  w a s  f i r s t  r e a c t e d  w i t h  N E M  u s i n g  
c o n d i t i o n s  w h i c h  p r o d u c e  n o  o b s e r v a b l e  d i s s o c i a t i o n .  T h i s  w a s  f o l l o w e d  
b y  r e a c t i o n  w i t h  P~ u s i n g  c o n d i t i o n s  w h i c h  l e a d  t o  m o n o m e r  f o r m a t i o n  
( i . e .  r e a c t i o n  w i t h  c y s t e i n e  5 0 ) .  A s  t h e  o n l y  o b s e r v e d  p r o d u c t s  w e r e  
d i m e r s ,  t h e  i n i t i a l  e x p o s u r e  o f  N E M  m u s t  h a v e  r e s u l t e d  i n  t h e  m o d i f i c a -
t i o n  o f  t h e  c y s t e i n e s  a t  p o s i t i o n  9 .  
I t  i s  i n t e r e s t i n g  t h a t  · m o d i f i c a t i o n  o f  c y s t e i n e  9  i n  T .  d y s c r i t u m  
h e m e r y t h r i n  p r o d u c e s  d i m e r s .  A s  n e i t h e r  N~M n o r  P H M B  i s  c a p a b l e  o f  
c r o s s l i n k i n g  t h e  c y s t e i n e  t h i o l s ,  t h e  d i m e r i z a t i o n  i s ·  l i k e l y  d u e  t o  a  
n e w  s u b u n i t  interaction~ ·  T h e  c y s t e i n e  9  l i e s  i n  a n  e x p o s e d  r e g i o n  o f  
t h e  m o l e c u l e  w h i c h  pro.~rudes s l i g h t l y  i n t . o .  t h e  s o l v e n t .  I t  i s  p o s s i b l e  
t h a t  t h e  a d d i t i o n  . .  o f  a . _ l a r g e ,  n e g a t i v e l y - c h a r g e d  g r o u p  i n  t h i s ,  r e g i o n  
o f  t h e  m o l e c u l e  e n h a n c e s  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n s  w i t h  o t h e r  s u b u n i t  
m o l e c u l e s ,  r e s u l t i n g  i n . d i m e r  fo~ation. T h i s  w o u l d  a l s o  e x p l a i n  t h e  
a n o m a l o u s  b e h a v . i o r  o f  . .  T .  d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n  t o w a r d s  P H M B .  I t  w a s  
f o u n d  t h a t  a  1 . 5  f o l d  e x c e s s  o f  P H M B  p e r  s u b u n i t ,  a d e q u a t e  t o  r e a c t  o n l y  
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h a l f  o f  t h e  c y s t e i n e  9  r e s i d u e s ,  p r o d u c e d  c o m p l e t e  d i m e r i z a t i p n  • .  T h u s ,  
I  
a p p a r e n t l y  o n l y  o n e  n e w  s a l t  b r i d g e  i s  r e q u i r e d  f o r  d i m e r  f o r m a t i o n .  
·  D i s s o c i a t i o n  o f  h e m e r y t h r i n · b y  s u l f h y d r y l - s p e c i f i c  r e a g e n t s  a p -
p e a r s  t o  .  b e  a  f u n c t i o n  o f  t h e  b u l k i n e s s  o f  t h e  r e a g . e n t  u s e d  t o  m o d i f y  
c y s t e i n e  ·  5 0 .  P r e v i o u s  s t u d i e s  o n  P .  g o u l d i i  h e m e r y t h r i n  s h o w e d  t h a t · :  
l a r g e  r e a g e n t s  s u c h  a s  N E M ,  P H M B  a n d  s a l y r g a n i c  a c i d  c a u s e d  d i s s o c i a -
t i o n ,  w h e r e a s  s m a l l  m o l e c u l e s  · s u c h  a s  i n o r g a n i c  m e r c u r y  a n d  s i l v e r  
c a u s e d  l i t t l e  o r  n o '  d i s s o c i a t i o n  ( 3 ) . - I n  o u r  s t u d i e s  s i m i l a r  b e h a v i o r  
w a s  o b s e r v e d  w i t h  T .  d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n . ·  - A s  d i s c u s s e d  p r e v i o u s l y ,  
t h e  pr~tein t h i o l  g r o u p  i s  b u r i e d  i n  t h e  s u b u n i t  i n t e r f a c e  r e g i o n ,  t h u s  
t h e  b i n d i n g  o f  b u l k y  t h i o l  r e a g e n t s  c o u l d  c a u s e  dissoci~tion b y  m e c h a n i -
c a l l y  p u s h i n g  t h e  s u b u n i t s  a p a r t .  I n c o n s i s t a n t  w i t h  t h i s  h y p o t h e s i s ,  
h o w e v e r ,  i s  d a t a  r e p o r t e d  b y  K e r e s t e z - N a g y  a n d  K l o t z  w h i c h  s h o w e d ·  t h a t  
P .  g o u l d i i  h e m e r y t h r i n  w a s  a l s o  d i s s o c i a t e d  b y  c y a n o g e n  b r o m i d e  w h i c h  
i s  a s  s m a l l  a  r e a g e n t  a s  H g I
2
•  A  s t o i c h i o m e t r i c  e x c e s s  o f  c y a n o g e n  
b r o m i d e  w a s  u s e d  i n  t h a · t  s t u d y ,  m a k i n g  i t  p o s s i b l e  t h a t  t h e  d i s s o c i a t i o n  
w a s  d u e  t o  t h e  m o d i f i c a t i o n  o f  o t h e r  r e s i d u e s  i n  a d d i t i o n  t o  c y s t e i n e  5 0 .  
A n  a d d i t i o n a l  s p e c i e s  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  P  . •  ·  g o u l d i i  a n d  T .  :  . .  ~· 
d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n  i s  r e v e a l e d  b y  t h e i r  d i s s o c i a t i o n  b e h a v i o r .  A l -
t h o u g h  P .  g o u l d i i . h e m e r y t h r i n  s h o w s  a  s l i g h t  a m o u n t  o f  d i s s o c i a t i o n  u p o n  
r e a c t i o n  w i t h  m e r c u r i c  i o d i d e ,  T .  d y s c r i t u m  hemerythr~n s h o w s  n o  d i s -
s o c i a t i o n  ( T a b l e  I I I ) .  T h e  s o u r c e  o f  T .  d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n ' s  a d d e d  
s t a b i l i t y  m a y  b e  t h e  m e r c u r i c  i o d i d e  b r i d g e  w h i c h  c r o s s l i n k s  t h e  
c y s t e i n e  9 ' s  o n  a d j a c e n t . s u b u n i t s ,  t h e r e b y  m e c h a n i c a l l y  p r e v e n t i n g  
d i s s o c i a t i o n .  
C O N C L U S I O N S  
T h i s  s t u d y  w a s  u n d e r t a k e n  t o  d e t e r m i n e  t h e  m a n n e r  i n  w h i c h  t h e  
h e a v y  m e t a l  s a l t ,  m e r c u r i c  i o d i d e ,  b i n d s  t o  t h e  p r o t e i n ,  h e m e r y t h r i n .  
.  .  
W e  f o u n d  t h a t  t h e  m e r c u r y  i s  c o v a l e n t l y  b o u n d  t o  t w o  s u l f h y d r y l  g r o u p s  
.  .  
o f  c y s t e i n e  r e s i d u e s .  F r o m  c h e m i c a l  a n d  s p e c t r a l  s t u d i e s  w e  s h o w e d  
t h a t  t h e  m e r c u r y  a t t a c h e d  · t o  a  b u r i e d  c y s t e i n e  r e s i d u e  h a s  a  l i n e a r  
s t r u c t u r e  ( - ( S ) - H g - I )  w h i l e  t h e  m e r c u r y  b r i d g i n g  t w o  e x p o s e d  c y s t e i n e  




) .  T h i s  a p p e a r s  t o  b e  
t h e  f i r s t  e x a m p l e  o f  n o n - l i n e a r  m e r c u r y  . : b r i d g i n g  a n d  s h o u l d  b e  o f  c o n -
s i d e r a b l e  i n t e r e s t  t o  p r o t e i n  c r y s t a l l o g r a p h e r s  w h o  r e g u l a r l y  u s e  m e r -
c u r i e  i o d i d e  a s  a  h e a v y  a t o m '  d e r i v a t i v e .  
A  s e c o n d  o b j e c t i v e  o f  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  w a s  t o  d e t e r m i n e  t h e  m e a n s  
b y  w h i c h  s u l f h y d r y 1  r e a g e n t s .  c a u s e  p r o t e i n  d i s s o c i a t i o n .  U s i n g  a  2 . 8  A  
r e s o l u t i o n  e l e c t r o n  d e n s i t y  m a p  f o r  h e m e r y t h r i n ,  w e  o b s e r v e d  t h a t  o n e  o f  
t h e  r e a c t i v e  c y s t e i n e  r e s i d u e s  w a s  i n  t h e  m i d d l e  o f  t h e  m a j o r  r e g i o n  o f  
s u b u n i t  i n t e r a c t i o n s  w h i c h  s t a b i l i z e  t h e  o c t a m e r i c  f o r m  o f  t h e  p r o t e i n .  
T h i s  e x p l a i n s  t h e  d i s s o c i a t i o n  c a u s e d  b y  b u l k y  s u l f h y d r y l  r e a g e n t s  s u c h  
a s  p - h y d r o x y m e r c u r i b e n z o a t e  a n d  N - e t h y l m a l e i m i d e .  " n l e  f a c t  t h a t  a  
s m a l l e r  r e a g e n t  s u c h  a s  m e r c u r i c  i o d i d e  c a n  b i n d  w i t h o u t  d i s s o c i a t i n g ·  
t h e  p r o t e i n  s h o w s  w h y  i t  i s  s u c h  a  g o o d  c h o i c e  f o r  · t h e  i s o m o r p h o u s  r e -
p l a c e m e n t  t e c h n i q u e  i n  t h e  x - r a y  c r y s t a l l o g r a p h i c  determin~tion o f  p r o -
t e i n  s t r u c t u r e .  
T h i s  s t u d y  h a s  a d d i t i o n a l  i m p l i c a t i o n s  w i t h  r e g a r d  t o  t h e  k n o w n  
t o x i c i t y  o f  m e r c u r y - c o n t a i n i n g  c o m p o u n d s .  I t  i s  w e l l  k n o w n  t h a t  
4 0  
i n o r g a n i c  m e r c u r y  i s  l e s s  t o x i c  tha~ o r g a n i c  m e r c u r y .  P a r t  o f  t h i s  d i f -
f e r e n c e  l i e s  i n  t h e  g r e a t e r  l i p i d  s o l u b i l i t y  a n d  c o n s e q u e n t  m e m b r a n e  
· p e r m e a b i l i t y  o f  o r g a n i c  m e r c u r y  c o m p o u n d s .  H o w e v e r ,  t h i s  presen~ w o r k  
i n d i c a t e s  t h a t  a n . e q u a l l y .  i m p o r t a n t  f a c t o r  m a y  b e  t h a t  i n o r g a n i c . m e r -
c u r y  ( s u c h  a s  m e r c u r i c  i o d i d e  o r  m e r c u r i c  c h l o r i d e )  h a s  a  l e s s  d e l e t e r i -
o u s  e f f e c t  o n  p r o t e i n  s t r u c t u r e .  
I t  w o u l d  b e  i n t e r e s t i n g  t o  t e s t  t h i s  h y p o t h e s i s  f u r t h e r  b y  s e l e c t -
i n g  a  n u m b e r  o f  e n z y m e s  k n o w n  t o  b e  i n h i b i t e d  b y  s u l f h y d r y l  r e a g e n t s  
a n d  c o m p a r i n g  t h e  r e l a t i v e  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o f  o r g a n i c  a n d  i n o r g a n i c  
m e r c u r y  c o m p o u n d s .  
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